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2D   zweidimensional 
3D   dreidimensional 
53BP1   engl. p53 Binding Protein 1 
A   Fläche 
Ac, Acetyl  Acetylierung 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATM    engl. Ataxia Telangiectasia Mutated 
ATR   engl. Ataxia Telangiectasia-related 
BCA    Bicinchoninsäure 
BrdU   5-Brom-2´-desoxyuridin 
BSA    bovines Serumalbumin 
bzw.    beziehungsweise 
CAM-DR   engl. Cell Adhesion-mediated Drug Resistance 
CAM-RR   engl. Cell Adhesion-mediated Radio Resistance 
CytoD   Cytochalasin D 
D   Energiedosis 
D&    Dosisleistung 
DAPI    4´,6-Diamidino-2-Phenylindol-2 HCl 
ddH2O   zweifach destilliertes Wasser 
DFO   Deferoxamin 
DMEM   engl. Dulbecco´s Modifed Eagle Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   engl. Deoxyribonucleic Acid 
DNA-PK  engl. DNA-dependent Protein Kinase 
DSB   Doppelstrangbruch 
DTT    Dithiothreitol 
EC   Euchromatin 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EGFP   engl. Enhanced Green Fluorescence Protein 
EZM    extrazelluläre Matrix 
FA    fokale Adhäsion 
f-Aktin   filamentöses Aktin 
FAK    engl. Focal Adhesion Kinase 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 




FCS    engl. Fetal Calf Serum 
FSC   engl. Forward Scatter 
γ-H2AX  phosphoryliertes Histon H2AX 
G418   Geneticin 
g    Erdbeschleunigung, g ≈ 9,81 ms-2 
Gy   Gray 
H2O   Wasser 
H3, H4   Histon H3, Histon H4 
HAT   Histonacetyltransferase 
H&E   Hämatoxylin-Eosin Färbung 
HC   Heterochromatin 
HDAC   Histonedeacetylase 
HIF-1α  Hypoxie-induzierter Faktor 1α 
HR   engl. Homologous Recombination 
HRP    engl. Horseradish Peroxidase 
HP1(-α,-β,-γ)  Heterochromatinprotein 1(-α,-β,-γ) 
ILK   engl. Integrin-Linked Kinase 
K   Lysin 
LDH   Laktatdehydrogenase 
LET   Linearer Energietransfer 
LBH589  Panobinostat 
LSM   Laser Scanning Mikroskop  
Me, Methyl  Methylierung 
MDC1    engl. Mediator of DNA Damage Checkpoint 1 
MRE11   engl. Meiotic Recombination 11  
MRN   Proteinkomplex aus MRE11, Rad50 und NBS1 
MW    Molekulargewicht 
NBS1    engl. Nijmegen Breakage Syndrome 1 
NEAA    engl. Non-essential Amino Acids 
NHEJ   engl. Non-homologous End Joining 
o.g.   oben genannt 
PAGE    Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS    engl. Phosphate Buffered Saline 
PE    Plattierungseffizienz 
PFA    Paraformaldehyd 
PFGE   Pulsfeld-Gelelektrophorese 




PI3K   Phosphatidylinositol 3-Kinase 
rDSB   residuelle DSB 
rpm    engl. revolutions per minute 
RT    Raumtemperatur 
S   Serin 
SDS    engl. Sodium Dodecylsulfate 
SDS-PAGE   SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
siRNA    engl. small interfering RNA 
SSC   engl. Side Scatter 
TEMED   N,N,N',N'-Tetramethylendiamin 
TSA    engl. Tyramide Signal Amplification 
u.a.   unter anderem 
UV   Ultraviolett 
V   Volumen 
VDT   Volumenverdopplungszeit 
z.B.   zum Beispiel 
 






Alle Lebewesen bestehen aus einer Vielzahl von Zellen mit der gleichen genetischen 
Information. Doch erst die Organisation verschiedener Zelltypen zu Geweben und 
Organen ermöglicht die Ausführung spezifischer Funktionen, die eine Lunge von einer 
Leber und ein Herz von einer Niere unterscheiden. Aber woher wissen Zellen, dass sie zu 
demselben Gewebe gehören und eine bestimmte Funktion zu erfüllen haben?  
Die Homöostase von Geweben wird durch das Mikromilieu reguliert. Dabei senden 
Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt, benachbarte Zellen sowie die extrazelluläre Matrix 
(EZM) biochemische und biophysikalische Signale an die Zellen, wodurch deren 
Gewebestruktur und Funktion bestimmt wird (Bissell et al., 2003; Xu et al., 2009a). 
Betrachtet man die EZM, reguliert diese durch Wechselwirkungen mit Zellen über 
spezifische Adhäsionsmoleküle wichtige zelluläre Prozesse, wie Überleben, Proliferation 
und Differenzierung (Alberts et al., 2004; Hynes, 2002). Nicht nur in normalen Zellen, 
sondern auch in Tumorzellen konnte beobachtet werden, dass die Anheftung an Proteine 
der EZM das Zellüberleben nach Exposition mit ionisierender Strahlung oder 
zytotoxischen Substanzen entscheidend erhöht (Cordes und van Beuningen, 2003; Eke et 
al., 2009; Hehlgans et al., 2007). Dieses Phänomen führt in Tumorzellen zur Ausbildung 
von Resistenzen gegenüber Strahlen- und Chemotherapie (Cordes, 2006; Cordes und 
Meineke, 2003; Damiano et al., 1999), was von großer Bedeutung für den Erfolg einer 
Krebstherapie ist und somit direkt die Heilungschancen der Patienten beeinflusst. 
Zur vollständigen Heilung müssen alle klonogenen Zellen eines Tumors abgetötet 
werden (Baumann et al., 2008). Während der Strahlentherapie steigt die 
Wahrscheinlichkeit der Tumorvernichtung mit zunehmender Dosis an. Die Höhe der 
Einzelfraktion sowie die Gesamtbehandlungsdosis sind jedoch begrenzt, da die 
Wahrscheinlichkeit von Normalgewebsschäden in Abhängigkeit der Strahlendosis 
zunimmt und somit therapielimitierend ist (Baumann et al., 2004; Steel, 2002). Um die 
Abtötung der Tumorzellen durch Strahlen- und Chemotherapie biologisch zu optimieren, 
wurden neue zielgerichtete Therapieansätze entwickelt (Baumann et al., 2004; Cordes 
und Park, 2007; Halperin et al., 2008). Dabei werden die molekularen Unterschiede 
zwischen malignen und normalen Zellen analysiert, um geeignete Zielmoleküle zu 
identifizieren. Theoretisch führt die Hemmung dieser Zielmoleküle, die in die Strahlen- und 
Chemoantwort der Tumorzellen eingebunden sind, zu einer Sensibilisierung gegenüber 
der Krebstherapie oder dem Schutz des Normalgewebes. Obwohl in den letzten Jahren 
zahlreiche Substanzen in die Tumortherapie integriert wurden, sind die Effekte hinsichtlich 
einer Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle und des Langzeitüberlebens der Patienten 




Cetuximab (Erbitux®), ein gegen den epidermalen Wachstumsfaktor gerichteter, 
monoklonaler Antikörper. Klinische Studien zeigten, dass Cetuximab in Kombination mit 
einer Strahlentherapie zu einer höheren lokalen Tumorkontrolle und einem längeren 
Patientenüberleben führt (Bonner et al., 2006; Bonner et al., 2009). 
Trotz dieser Erfolge zeigt die überwiegende Zahl der entwickelten Substanzen im 
Gegensatz zu den vielversprechenden Ergebnissen unter Zellkulturbedingungen eine 
deutlich geringere Wirksamkeit in der klinischen Anwendung. Ein Erklärungsansatz hierfür 
könnte sein, dass die Empfindlichkeit von Zellen gegenüber ionisierender Strahlung oder 
zytotoxischen Substanzen entscheidend von der Beschaffenheit des Mikromilieus 
abhängig ist (Barcellos-Hoff et al., 2005). Da neben Sauerstoffgehalt und 
Wachstumsfaktoren das Vorhandensein einer EZM das Zellüberleben essentiell 
beeinflusst (Cordes und Meineke, 2003; Cordes und van Beuningen, 2003), sind für die 
Entwicklung neuer potenter Medikamente Zellkulturmodelle erforderlich, die den Einfluss 
der EZM als Resistenzfaktor berücksichtigen.  
Werden Zellen aus dem Gewebeverband herausgelöst und als zweidimensionale (2D) 
Monolayer-Zellkultur gehalten, verlieren sie wichtige morphologische und funktionelle 
Eigenschaften (Bissell et al., 2002; Bissell et al., 2003; Pampaloni et al., 2007). 
Vergleichende Untersuchungen von Geweben mit dreidimensionalen (3D) 
Zellkulturmodellen zeigen, dass Zellen in einer 3D Matrix und im Gewebe im Gegensatz 
zu 2D große Ähnlichkeit bezüglich Morphologie, Chromatindichte sowie Gen- und 
Proteinexpression aufweisen (Barcellos-Hoff et al., 1989; Le Beyec et al., 2007; Lelievre, 
2009; Roskelley et al., 1994). Des Weiteren wird durch das 3D Zellwachstum im Vergleich 
zu 2D neben Zellüberleben und Proliferation (Weigelt und Bissell, 2008; Yamada und 
Cukierman, 2007) auch die zelluläre Empfindlichkeit gegenüber ionisierender Strahlung 
und Chemotherapeutika modifiziert (Eke et al., 2009; Hehlgans et al., 2009a; Hehlgans et 
al., 2009b). Die molekularen Mechanismen, die dieser unterschiedlichen 
Strahlenempfindlichkeit in Abhängigkeit der wachstumsbedingten Veränderungen von 
Zellmorphologie und Chromatinkondensation zugrunde liegen, sind jedoch bisher noch 
nicht vollständig aufgeklärt.  
Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die zelluläre 
Strahlenempfindlichkeit unter Berücksichtigung der Chromatinkondensation in humanen 
Tumorzellen unter 3D- versus 2D-Zellkulturbedingungen sowie im Xenografttumormodell 
untersucht. Die gewonnenen Erkenntnisse könnten für die Verbesserung der Strahlen- 
und Chemotherapie von großer Relevanz sein, da sie einen klaren Zusammenhang 
zwischen Chromatindichte und zellulärer Strahlenempfindlichkeit zeigen und das 





2.1 Physikalische und biologische Grundlagen der 
zellulären Strahlenwirkung 
 
Im Jahr 1897 wurde die Anwendung von Röntgenstrahlen für therapeutische Zwecke 
erstmals von Leopold Freund beschrieben (Kaufmann et al., 2006) und somit gleichzeitig 
die Strahlentherapie als neues Fachgebiet der Medizin gegründet. Heute stellt die 
Strahlentherapie bei der Behandlung von Tumorerkrankungen, neben der 
medikamentösen Behandlung (Chemo- und Hormontherapie) und der operativen 
Entfernung, eine der wichtigsten Therapieformen dar. Etwa 50 % aller Krebspatienten 
werden im Laufe ihrer Therapie mit ionisierender Strahlung behandelt (Deutsche 
Krebshilfe).  
Zu den ionisierenden Strahlenarten gehören elektromagnetische Wellen- (γ-Strahlen, 
Röntgenstrahlen) und Teilchenstrahlen (Elektronen, Protonen, α-Teilchen, Neutronen). 
Sie besitzen die Fähigkeit, Elektronen aus der Atomhülle der bestrahlten Materie zu 
entfernen, wodurch ein positiv geladenes Ion (Ionisation) zurückbleibt (Hall und Giaccia, 
2006). Bei elektromagnetischen Wellen handelt es sich um eine indirekt ionisierende 
Strahlenart. Über Wechselwirkungsprozesse der Strahlung mit der Materie entstehen 
geladene Teilchen, die für die biologische Strahlenwirkung verantwortlich sind (Hall und 
Giaccia, 2006).  
In der Diagnostik und Therapie kommt häufig die Röntgenstrahlung zum Einsatz. Die 
Erzeugung dieser Strahlenart erfolgt in einer Röntgenröhre, indem energiereiche 
Elektronen zunächst beschleunigt und beim Auftreffen auf eine Anode stark abgebremst 
werden. Nur 1 % der Energie der Elektronen wird in Röntgenstrahlung umgewandelt, 
wobei man aufgrund der Wechselwirkung mit der Anode zwischen der Bremsstrahlung 
und der charakteristischen Eigenstrahlung unterscheidet (Kaufmann et al., 2006).  
Die biologische Wirksamkeit von ionisierender Strahlung wird zum einen von der 
Energiedosis und zum anderen von der Zahl der Ionisationsereignisse bestimmt. Die 
Energiedosis D einer ionisierenden Strahlung ergibt sich aus der abgegebenen Energie 
pro Masseeinheit und wird in der Einheit Gray (Gy) angegeben. Zur Beschreibung der 
Ionisationsereignisse wird der lineare Energietransfer (LET) verwendet. Der LET 
beschreibt den mittleren Energieverlust entlang des Weges in der Einheit keV/µm. Bei 
Röntgenstrahlung handelt es sich um locker ionisierende Strahlung mit einem niedrigen 




Bei der biologischen Wirksamkeit von ionisierender Strahlung wird zwischen der 
direkten und indirekten Strahlenwirkung unterschieden. Während bei der direkten Wirkung 
die Ionisation und die biologische Wirkung in demselben Zielmolekül erfolgen, sind bei der 
indirekten Strahlenwirkung unterschiedliche Strukturen beteiligt. Die indirekte 
Strahlenwirkung ist der dominierende Vorgang bei Röntgenstrahlung. Die Strahlung 
reagiert zunächst mit Wassermolekülen in der Zelle, wobei freie Radikale entstehen, die 
anschließend zum Zielmolekül gelangen und dieses schädigen (Hall und Giaccia, 2006; 
Kaufmann et al., 2006).  
2.2 Extrazelluläre Matrix 
 
Es ist bekannt, dass das Wachstum von Tumorzellen sowie deren Ansprechen auf 
Strahlen- oder Chemotherapie maßgeblich vom Tumormikromilieu beeinflusst werden 
(Barcellos-Hoff und Cordes, 2009; Barcellos-Hoff et al., 2005; Milas et al., 2005; Vaupel, 
1997). Neben Wachstumsfaktoren (Ruifrok und McBride, 1999), Cytokinen (Neta, 1988) 
und der Interaktion mit Nachbarzellen (Trosko und Ruch, 1998) gehört die EZM (Sandfort 
et al., 2007) zu den wichtigsten Bestandteilen des Mikromilieus.  
Die EZM durchzieht entweder den Extrazellularraum zwischen den Zellen oder dient 
als Basallamina zur Verankerung von Epithel- und Endothelzellen (Alberts et al., 2004). 
Damit sorgt sie in Wechselwirkung mit den Zellen für mechanische Stabilität und 
strukturelle Integrität der Gewebe, wobei die Zusammensetzung der EZM je nach 
Funktion des Gewebes variiert. Faserige Proteine, wie Kollagene, Elastine und Laminine, 
gewährleisten gewebespezifisch strukturelle Stabilität und Elastizität. Proteoglykane sind 
Polysaccharide, die kovalent an Proteine gebunden sind. Aufgrund ihres hohen 
Hydratisierungsgrades bilden Proteoglykane eine gelartige Substanz, in welche die 
Matrixproteine eingebettet sind (Alberts et al., 2004).  
Die Anheftung von Zellen an Proteine der EZM wird durch Adhäsionsmoleküle auf der 
Zelloberfläche vermittelt (Hynes, 2002; Schwartz, 2001). Integrine gehören neben 
Cadherinen, Selektinen sowie der Immunglobulin-Superfamilie (Alberts et al., 2004) zu 
den wichtigsten Adhäsionsmolekülen. Sie bestehen aus einer α- und einer β-Untereinheit, 
die nicht-kovalent miteinander verbunden sind. Bisher sind 18 α- und 8 β-Untereinheiten 
bekannt, die sich in 24 verschiedenen Kombinationen zu heterodimeren 




Integrine sind durch die Wechselwirkung mit der EZM an der Regulation wichtiger 
zellulärer Prozesse, wie Überleben, Proliferation und Differenzierung, beteiligt (Hynes, 
2002). Da Integrine keine Kinaseaktivität besitzen, ist die Integrin-abhängige 
Signaltransduktion auf die Interaktion mit zytoplasmatischen Proteinkinasen und 
Adaptorproteinen angewiesen (Lo, 2006). Dadurch kommt es zur Ausbildung von 
Multiproteinkomplexen, die als fokale Adhäsionen (FA) bezeichnet werden (van der Flier 
und Sonnenberg, 2001). Die FA bilden somit die wichtigste Schnittstelle zum 
Informationsaustausch zwischen der EZM und dem Zellinneren. Die Weiterleitung der 
Signale erfolgt dabei sowohl von außen in die Zelle (outside-in) als auch aus dem Inneren 
der Zelle an ihre Umgebung (inside-out) (Giancotti und Ruoslahti, 1999; Hynes, 2002). 
An Bestandteile der FA binden aber nicht nur Proteine der 
Signaltransduktionskaskade, sondern auch Komponenten des Zytoskeletts (Berrier und 
Yamada, 2007). Das Zytoskelett fungiert dadurch als wichtiges Bindeglied zwischen 
extrazellulärer und nukleärer Matrix, indem zytoplasmatische Aktinfilamente über nukleäre 
Membranrezeptoren (Nesprine) an Strukturproteine der Zellkernhülle (Lamine) binden 
(Abbildung 2-1) (Xu et al., 2009a; Zhang et al., 2001). Durch diese dynamische, 
bidirektionale Wechselwirkung zwischen Extrazellularraum und Zellkern werden 
insbesondere die exakt aufeinander abgestimmten Prozesse der Chromatinkondensation 




























Abbildung 2-1: Interaktion zwischen 
Extrazellulärer Matrix (EZM), Zytoskelett 
und Zellkern. (A) Schematische Darstellung 
der Wechselwirkung zwischen den 
Matrixproteinen Laminin und den Integrinen 
der Zelloberfläche. Organisation des 
Zytoskeletts an Integrin-assoziierten 
Adaptorproteinen und Bindung an Lamine 
der nukleären Matrix. (B) Detaillierte 
Darstellung der (i) EZM-Zytoskelett- und (ii) 
Zytoskelett-Zellkern-Interaktion. Modifiziert 





2.3 Zelladhäsionsvermittelte Strahlenresistenz 
 
Neben Reparaturfähigkeit, Zellzyklusphase und Sauerstoffversorgung gehören Zell-
Matrix-Interaktionen zu den wesentlichen Einflussgrößen der zellulären 
Strahlenempfindlichkeit (Cordes und Meineke, 2003; Hall und Giaccia, 2006). Die 
Adhäsion von Zellen an Proteine der EZM führt zu einem erhöhten Überleben nach 
Exposition mit ionisierender Strahlung (Cordes, 2006; Cordes und van Beuningen, 2003) 
oder zytotoxischen Substanzen (Damiano et al., 1999).  
Dieses Phänomen trifft auch auf Tumorzellen zu und wird als zelladhäsionsvermittelte 
Strahlen- (cell adhesion-mediated radiation resistance, CAM-RR) oder Chemoresistenz 
(cell adhesion-mediated drug resistance, CAM-DR) bezeichnet (Cordes und Meineke, 
2003; Damiano et al., 1999; Sandfort et al., 2007). Die Aufklärung der zugrundeliegenden 
molekularen Mechanismen ist aus diesem Grund von besonderer Bedeutung für eine 
Optimierung der Tumortherapie. 
In zahlreichen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Integrine mit einer 
erhöhten Resistenz gegenüber ionisierender Strahlung oder zytotoxischen Substanzen in 
Verbindung stehen. Nach Strahlenexposition zeigen normale humane Fibroblasten 
(Cordes und Meineke, 2003), Endothelzellen und Keratinozyten (Meineke et al., 2004), 
sowie Tumorzellen unterschiedlicher Entitäten aus Lunge, Gehirn oder Prostata (Cordes 
et al., 2002; Cordes et al., 2003; Simon et al., 2005) ein verändertes Expressionsmuster 
bestimmter Integrine. Im Gegensatz dazu führt der Knockdown der Integrin-Expression 
mittels siRNA zu einer Strahlensensibilisierung (Cordes et al., 2006; Estrugo et al., 2007). 
Studien an murinen Fibroblasten zeigen, dass die β1-Integrin Untereinheit eine wichtige 
regulatorische Funktion für die zelluläre Strahlenantwort besitzt (Cordes et al., 2006; 
Seidler et al., 2005). 
Des Weiteren führt die Bestrahlung von Tumorzellen, die an die Matrixproteine 
Fibronektin oder Laminin adhärieren, zu einer reduzierten Strahlenempfindlichkeit (Cordes 
et al., 2002; Cordes et al., 2003; Eke et al., 2006). Außerdem konnte gezeigt werden, 
dass es nach Bestrahlung durch Zell-Matrix-Interaktionen zu einem verlängerten Anhalten 
der Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus kommt, wodurch die Zellen Zeit gewinnen, um 
strahleninduzierte Schäden an der Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic Acid, DNA) 
zu reparieren (Cordes und van Beuningen, 2003; Kremer et al., 2006). Untersuchungen 
an kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen, die auf Matrixproteinen gewachsen sind, zeigten 





Aber nicht nur die Integrin-vermittelte Zelladhäsion ist an der Modulation der 
Resistenzmechanismen beteiligt, sondern auch Integrin-assoziierte Moleküle, wie ILK 
(Integrin-Linked Kinase), FAK (Focal Adhesion Kinase) oder Caveolin-1 (Cordes et al., 
2007; Eke et al., 2006; Hehlgans et al., 2007; Hehlgans et al., 2008; Kasahara et al., 
2002). Untersuchungen haben in diesem Zusammenhang gezeigt, dass die 
Überexpression von FAK Leukämiezellen vor der Apoptoseinduktion nach Exposition mit 
ionisierender Strahlung oder Chemotherapeutika schützt (Kasahara et al., 2002). Im 
Gegensatz dazu führt der siRNA-vermittelte Knockdown von FAK zu einer 
Strahlensensibilisierung von Pankreaskrebszellen (Cordes et al., 2007).  
2.4 Dreidimensionale Zellkulturmodelle 
 
Ein besseres Verständnis der zellulären Strahlenantwort und der zugrundeliegenden 
molekularen Mechanismen ist für die Optimierung der Strahlen- und Chemotherapie 
unerlässlich. Eine Vielzahl verschiedener Studien unserer Arbeitsgruppe beschreibt den 
Einfluss der Integrin-vermittelten Zelladhäsion und Signaltransduktion auf die zelluläre 
Strahlenempfindlichkeit (Cordes et al., 2002; Cordes et al., 2007; Cordes et al., 2003; Eke 
et al., 2006; Hehlgans et al., 2007; Hehlgans et al., 2008).  
Diese Untersuchungen erfolgten unter anderem unter Verwendung konventioneller 2D 
Zellkulturmodelle. Doch werden Zellen aus dem Gewebeverband herausgelöst und als 2D 
Monolayer-Zellkultur gehalten, verlieren sie wichtige morphologische und funktionelle 
Eigenschaften (Bissell et al., 2002; Bissell et al., 2003; Pampaloni et al., 2007). Ein 
weiterer Nachteil in 2D ist die fehlende Komplexität der zellulären 
Wachstumsbedingungen. Um die Lücke zwischen herkömmlicher 2D Zellkultur und in vivo 
Wachstumsbedingungen zu schließen, wurden verschiedene 3D Zellkulturmodelle 
etabliert (Eke et al., 2006; Hehlgans et al., 2008; Pampaloni et al., 2007; Yamada und 
Cukierman, 2007).  
Untersuchungen an Fibroblasten, die in einer 3D Matrix aus Kollagen I gehalten 
wurden, zeigen deutliche Veränderungen in der Zellform, die der Morphologie von 
Bindegewebe in vivo ähnlich ist (Elsdale und Bard, 1972). Vergleichbare Effekte wurden 
in Brustdrüsenepithelzellen beobachtet. Diese Zellen bilden in einer 3D lamininreichen 
EZM morphologische Strukturen aus, die als Acini bezeichnet werden und ähnliche 
strukturelle Eigenschaften besitzen wie in vivo (Bissell et al., 2002; Bissell et al., 2003; 




Ausgehend von diesen morphologischen Veränderungen der Zellen unter 3D 
Wachstumsbedingungen im Vergleich zu 2D wurden die molekularen Mechanismen der 
Interaktion zwischen EZM und Zellmorphologie analysiert. In zahlreichen Studien konnte 
gezeigt werden, dass Brustdrüsenepithelzellen ausschließlich unter 3D 
Wachstumsbedingungen in der Lage sind Milchproteine (z.B. β-Casein) zu exprimieren 
und segregieren (Streuli et al., 1991; Streuli et al., 1995). Dieses im Vergleich zu 2D 
veränderte Genexpressionsmuster beruht auf Wechselwirkungen zwischen den 
Signalwegen, die von Integrinen, Proteinen der EZM und Hormonen gesteuert werden 
(Bissell et al., 1999; Roskelley et al., 1994; Streuli et al., 1995). Des Weiteren wird die 
Genexpression und damit auch die Ausprägung des Gewebephänotyps entscheidend 
durch die wechselseitige Interaktion zwischen EZM und nukleärer Matrix reguliert (Bissell 
et al., 1982; Lelievre et al., 1998; Weaver et al., 1997). Die veränderte 3D Zellmorphologie 
beeinflusst außerdem die Chromatinkondensation (Le Beyec et al., 2007). Vergleichende 
Untersuchungen der Histonacetylierung unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen haben 
gezeigt, dass die abgerundete Zellform in 3D mit einer geringeren Histonacetylierung und 
einer geringeren Genexpression korreliert (Le Beyec et al., 2007). 
Durch welche molekularen Mechanismen diese 3D-abhängigen Veränderungen die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit beeinflussen, ist bisher noch weitestgehend unbekannt. 
In neueren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde in diesem Zusammenhang das 
Verhalten von Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereichs unter 3D 
Wachstumsbedingungen nach zytotoxischem Stress analysiert. Dabei erfolgte vor der 
Bestrahlung die Behandlung mit radiosensibilisierenden Inhibitoren gegen ILK (Eke et al., 
2009) oder FAK (Hehlgans et al., 2009a). Die Daten zeigen, dass Zellen unter 3D 
Wachstumsbedingungen durch die Behandlung mit derartigen Inhibitoren deutlich 
strahlenempfindlicher reagieren als in 2D. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nun 
untersucht, welche morphologischen und funktionellen Veränderungen das 3D 
Zellwachstum im Vergleich zur herkömmlichen 2D Zellkultur bewirkt und wie die zelluläre 
Strahlenantwort dadurch beeinflusst wird. 
2.5  Organisation der Chromatinstruktur 
 
Als wichtigstes intrazelluläres Zielmolekül der Strahlenwirkung gilt die DNA im Zellkern 
(Hall und Giaccia, 2006). Die DNA liegt nicht frei, sondern mit Histon- und Nicht-
Histonproteinen assoziiert als Chromatin vor (Watson und Crick, 1953). Das Nukleosom, 
als kleinste Chromatineinheit, besteht aus rund 146 Basenpaaren DNA, die sich um ein 
Oktamer aus je zwei Molekülen der hochkonservierten Histonproteine H2A, H2B, H3 und 




entstehen Chromatinstrukturen höherer Ordnung, die bei biologischen Prozessen, wie 
Transkription, Rekombination und DNA-Reparatur, eine wichtige Rolle spielen.  
Für die Organisation des Chromatins sind posttranslationale Modifikationen an 
Histonproteinen, wie Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung, sowie Chromatin-
Remodeling Prozesse verantwortlich (Grewal und Jia, 2007). Die Histonmodifikationen 
und die Interaktion mit assoziierten Nicht-Histonproteinen führen zur Ausbildung 
verschiedener Chromatinkompartimente im Zellkern, die als Eu- (EC) oder 
Heterochromatin (HC) bezeichnet werden (Grewal und Jia, 2007).  
Euchromatin enthält hyperacetylierte Nukleosomen mit einem bestimmten 
Methylierungsmuster, wie dem methylierten Histon H3 an Lysin 4 (methyl-H3K4). Im 
Gegensatz dazu sind heterochromatische Bereiche durch de- (hypo-) acetylierte Histone 
mit den Methylierungsstellen methyl-H3K9 und methyl-H4K20 gekennzeichnet (Abbildung 
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Abbildung 2-2: Struktur von Eu- und Heterochromatin. Schematische Darstellung von (A) eu- und 
(B) heterochromatischer DNA mit charakteristischen Histonmodifikationen, wie Acetylierung (Ac) oder 
Methylierung (Me) sowie der Wechselwirkung mit Nicht-Histonproteinen, wie Histonacetyltransferasen, 
Transkriptionsfaktoren oder Heterochromatinprotein 1 (HP1). Modifiziert nach Grewal und Elgin, 2007. 
 
Während EC weniger stark kondensiert und dadurch nach gegenwärtiger Meinung für 
Transkriptionsfaktoren zugänglicher und somit transkriptionell aktiv ist, führt die 
Ausbildung von HC zu kondensierten DNA-Bereichen, die vor allem repetitive Sequenzen 
im Bereich der Zentromere und Telomere betreffen (Jenuwein und Allis, 2001). Diese 
Regionen werden als konstitutives HC bezeichnet, da sie auch während des Zellzykluses 




Kondensationszustand durch zelluläre Signale reguliert werden kann (Grewal und Jia, 
2007).  
An der Ausbildung von HC sind Nicht-Histonproteine, wie das hochkonservierte 
Heterochromatinprotein 1 (HP1), beteiligt. Diese erkennen und binden spezifische 
Histonmodifikationen. Die Proteine der HP1-Familie bestehen aus einer amino-terminalen 
Chromo- und einer carboxy-terminalen Chromo-shadow-Domäne, die durch eine flexible 
Hinge-Region getrennt sind (Hediger und Gasser, 2006; Lomberk et al., 2006). HP1-
Proteine binden über die Chromo-Domäne an methyl-H3K9. Die Chromo-shadow-
Domäne ist hingegen an der Homo- und/oder Heterodimerisierung sowie der Interaktion 




Abbildung 2-3: Aufbau und Struktur des murinen HP1-α Proteins. (A) Schematische Darstellung 
der Chromo- (CD) und Chromo-shadow- (CSD) Domäne mit der Hinge-Region und funktionell wichtigen 
Aminosäuren (V22M H3K9 Bindung, I165E Dimerisierung, W174A Interaktion mit Peptiden die ein 
PxVxL-Motiv enthalten). (B) Proteinstruktur der Domänen mit entsprechenden Interaktionspartnern. 
Entnommen aus Dialynas et al., 2008. 
 
Ein wichtiger HP1-Interaktionspartner ist die Methyltransferase SUV39H1, die selektiv 
den Amino-Terminus von H3K9 methyliert (Aagaard et al., 1999; Rea et al., 2000). Eine 
Möglichkeit für die Ausbreitung des Heterochromatins erfolgt über die Bindung von HP1 
an methyl-H3K9, wodurch es zu einer HP1-vermittelten Rekrutierung der 
Methyltransferase kommt, die daraufhin weitere Nukleosome methyliert. In der Literatur 
sind zahlreiche weitere Interaktionspartner von HP1 sowie Mechanismen zur Ausbildung 
von HC beschrieben, die in verschiedene Prozesse, wie transkriptionelle Regulation, 
Chromatinmodifikationen und DNA-Reparatur, eingreifen (Hiragami und Festenstein, 
2005; Lomberk et al., 2006). 
Das humane Genom kodiert insgesamt drei HP1-Proteine (HP1-α, HP1-β und HP1-γ). 
Im Gegensatz zu HP1-α und HP1-β, die im HC lokalisiert sind (Hiragami und Festenstein, 




2000). HP1-Proteine sind demnach nicht ausschließlich an der Ausbildung von 
Heterochromatin und der Stilllegung von Genen (gene silencing), sondern auch an der 
Regulation der Genexpression beteiligt (Hediger und Gasser, 2006). 
2.6 Zelluläre DNA-Schadensantwort nach Exposition mit 
ionisierender Strahlung 
 
Ionisierende Strahlung induziert in der DNA neben Basen- und Nukleotidschäden auch 
Einzel- und Doppelstrangbrüche (DSB). DSB gehören zu den schwerwiegendsten DNA-
Schäden, da sie unrepariert zur Ausbildung chromosomaler Aberrationen und dadurch 
wiederum zur Entstehung von Mutationen oder zum Zelltod führen können (Abbildung 
2-4) (Jackson, 2002; Pandita und Richardson, 2009; van Attikum und Gasser, 2009; van 





















Abbildung 2-4: Mögliche Ursachen und 
zelluläre Konsequenzen von DNA-
Doppelstrangbrüchen (DSB). Modifiziert 
nach van Gent et al., 2001. 
 
Bei strahleninduzierten DSB handelt es sich um komplexe Schäden, die direkt durch 
die Energiedeposition oder indirekt durch die Bildung von freien Radikalen entstehen (Hall 
und Giaccia, 2006). Da DSB auch durch endogene Radikale sowie während der 
Replikation, der Rekombination oder der Immunantwort erzeugt werden können, hat die 
Zelle effiziente Reparaturmechanismen entwickelt, um die genomische Integrität und das 
Zellüberleben zu sichern (Karagiannis und El-Osta, 2007; Kinner et al., 2008; Misteli und 




Für die Reparatur von DSB stehen Säugerzellen in Abhängigkeit der Zellzyklusphase 
zwei wichtige Reparaturwege zur Verfügung. Dazu gehören die Homologe Rekombination 
(Homologous Recombination, HR) und die Nicht-Homologe End-zu-End-Verknüpfung 
(Non-homologous End Joining, NHEJ) (van Gent et al., 2001). Während die HR nur in der 
S- und G2-Phase des Zellzykluses erfolgt, weil das intakte Schwesterchromatid als 
Matrize erforderlich ist, findet die NHEJ in allen Zellzyklusphasen statt (Rothkamm et al., 
2003). Im Gegensatz zur fehlerfreien HR handelt es sich bei der NHEJ um eine 
fehlerhafte DSB-Reparatur, da bei der Verknüpfung der DNA-Enden Nukleotide verloren 
gehen können (Karagiannis und El-Osta, 2004; Lieber et al., 2003; van Gent et al., 2001). 
Neben der Aktivierung der für die DNA-Reparatur notwendigen Moleküle erfolgt 
außerdem die Stimulation von Zellzykluskontrolle und Apoptosemechanismen (Abbildung 
2-4). Dazu wird eine komplexe Signaltransduktionskaskade in Gang gesetzt, wobei der 
DSB von Sensorproteinen erkannt und das Schadenssignal durch die Aktivierung von 
Proteinkinasen an eine Vielzahl nachgeschalteter Effektormoleküle weitergeleitet wird 
(Jackson, 2002). Zu den zentralen Proteinkinasen der DSB-Reparatur in Säugerzellen 
gehören die Mitglieder der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) Familie ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia Telangiectasia-related) und DNA-PK (DNA-
dependent Protein Kinase). Während ATM und DNA-PK hauptsächlich an der Reparatur 
strahleninduzierter DSB beteiligt sind, reagiert ATR zusätzlich bei Schäden durch UV-
Licht sowie festsitzenden Replikationsgabeln (Shiloh, 2003).  
Bei der Erkennung der DSB spielt ATM eine wichtige Rolle. In ungeschädigten Zellen 
liegt ATM in Form stabiler, inaktiver Di- oder Multimere vor. Nach der Induktion von DSB 
kommt es zu einer raschen Autophosphorylierung der ATM-Moleküle an benachbarten 
Serinresten (S1981), wodurch aktive Monomere entstehen, die in der Lage sind 
verschiedene Zielmoleküle zu phosphorylieren (Bakkenist und Kastan, 2003) (Abbildung 
2-5). Wie es zu dieser schnellen ATM-Aktivierung kommt, ist bis heute ungeklärt. Eine 
mögliche Ursache scheint die Veränderungen der Chromatinstruktur durch die DSB-
Induktion zu sein. Dies führt ohne eine direkte ATM-Bindung an den DSB zur 
Phosphorylierung (Bakkenist und Kastan, 2003). Eine andere Möglichkeit für die 
Aktivierung von ATM setzt die Bindung eines Proteins oder Proteinkomplexes an den 
DSB voraus. Untersuchungen ergaben, dass der MRN-Proteinkomplex bestehend aus 
MRE11 (Meiotic Recombination 11), Rad50 und NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1) 
in diesem Zusammenhang eine wichtige Funktion besitzt, da MRN direkt DSB erkennt 
und bindet. Anschließend wird ATM an den DSB rekrutiert und aktiviert (Lee und Paull, 
2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch das DNA-Reparaturprotein 53BP1 
(p53 Binding Protein 1) an der ATM-Aktivierung beteiligt ist, indem es an methylierte 




(Abbildung 2-5). Dabei ist es vorstellbar, dass erst durch die DSB-bedingten 
Veränderungen der Chromatinstruktur die Methylierungsstellen für 53BP1 zugänglich 
werden und daraufhin ATM rekrutiert und aktiviert werden kann (Mochan et al., 2003; 




Abbildung 2-5: Rekrutierung von DNA-Reparatur-Proteinen an strahleninduzierte DSB. (A) 
Phosphorylierung der Histonvariante H2AX durch die Proteinkinasen ATM und/oder DNA-PK. (B) 
Während 53BP1 direkt über methylierte Histonreste an die DNA bindet, führt die Anlagerung von MDC1 
und MRN-Komplex (MRE11-Rad50-NBS1) zur Rekrutierung von aktiviertem ATM an den DSB, wodurch 
es zu einer Verstärkung des Schadenssignals kommt und weitere H2AX-Moleküle phosphoryliert 
werden. Modifiziert nach Kinner et al., 2008. 
 
Die Chromatinkondensierung scheint aber nicht nur bei der Aktivierung von ATM eine 
wichtige Rolle zu spielen. Vielmehr erfolgt die gesamte DSB-Reparatur innerhalb dieser 
komplexen Struktur und wird durch Chromatinmodifikationen reguliert. Eine der 
wichtigsten Modifikationen während der DNA-Schadensantwort ist die Phosphorylierung 
der Histonvariante H2AX. H2AX kann zwischen zwei und 25 % des Histones H2A im 
Nukleosom ersetzen und ist durch die Proteinkinasen ATM, ATR und DNA-PK an Serin 
139 (S139) phosphorylierbar (Abbildung 2-5). Die phosphorylierte Form wird als γ-H2AX 
bezeichnet, erstreckt sich über einen Bereich von etwa zwei Megabasenpaaren um den 
DSB und enthält etwa 2000 γ-H2AX-Moleküle. Eine erhebliche Verstärkung des 
Schadenssignals wird hierdurch ermöglicht (Rogakou et al., 1999; Rogakou et al., 1998).  
Im Verlauf der DNA-Reparatur lagern sich verschiedene Proteine im Bereich des DSBs 
an, wobei γ-H2AX für den Zusammenhalt der DNA-Reparaturproteine am DSB von großer 
Bedeutung ist (Celeste et al., 2003; Misteli und Soutoglou, 2009). Während MDC1 
(Mediator of DNA Damage Checkpoint 1) direkt an γ-H2AX bindet, erkennen andere 
Proteine, wie 53BP1 und NBS1, den DNA-Schaden unabhängig von γ-H2AX (Abbildung 




Die Bindung der Reparaturproteine an den DSB sowie die Verstärkung des 
Schadenssignals führt schließlich zur Ausbildung mikroskopisch sichtbarer Strukturen, die 
als Foci bezeichnet werden (Fernandez-Capetillo et al., 2003; Stucki und Jackson, 2006). 
Der immunologische Nachweis der Reparaturproteine in diesen nukleären Foci wird 
heutzutage standardmäßig zur Quantifizierung von DSB verwendet (Kinner et al., 2008; 
Rothkamm und Lobrich, 2003). Foci sind keine statischen, sondern sehr dynamische 
Strukturen und durch einen stetigen Austausch zwischen den Chromatin-gebundenen 
Reparaturproteinen und dem nukleoplasmatischen Proteinpool gekennzeichnet (Misteli 
und Soutoglou, 2009). Nach der Reparatur des DNA-Schadens verschwinden die Foci, 
indem die Reparaturproteine von der DNA diffundieren und Histonmodifikationen, wie γ-
H2AX, entfernt werden (Kinner et al., 2008).  
Wurden alle DNA-Schäden, insbesondere DSB fehlerfrei repariert, konnte die 
genomische Integrität der Zelle bewahrt und damit das Zellüberleben nach Exposition mit 
ionisierender Strahlung gesichert werden (Abbildung 2-4). Im Gegensatz dazu führt eine 
fehlerhafte oder defekte DSB-Reparatur zur Entstehung von chromosomalen 
Aberrationen. Asymmetrische Aberrationen (z.B. dizentrische Chromosomen, Ringe und 
azentrische Fragmente) können dabei zum Verlust der Teilungsfähigkeit und somit zum 
Zelltod führen, während symmetrische Aberrationen (z.B. Translokationen oder 
Deletionen) die Entstehung von Mutationen und infolge dessen von Krebserkrankungen 
begünstigen (Iliakis et al., 2004; Jeggo und Lobrich, 2007; van Gent et al., 2001). 
2.7 Histonacetylierung und die Wirkung von 
Histondeacetylase-Inhibitoren 
 
Zelluläre Prozesse, wie Transkription, Replikation und DNA-Reparatur, werden 
entscheidend durch die Chromatinstruktur sowie posttranslationale Histonmodifikationen 
beeinflusst (Grewal und Jia, 2007). Neben der Methylierung und Phosphorylierung ist die 
Acetylierung von Histonen am besten untersucht (de Ruijter et al., 2003). 
Die Acetylierung erfolgt an konservierten Lysinresten (K) am Amino-Terminus der 
Histone und wird durch das dynamische Zusammenspiel von Histonacetyltransferasen 
(HAT) und Histondeacetylasen (HDAC) reguliert (de Ruijter et al., 2003; Wade, 2001; Xu 
et al., 2007). Histonacetyltransferasen übertragen Acetylgruppen auf Histonreste, was zur 
Dekondensierung der Chromatinstruktur führt. Histondeacetylasen wirken diesem Prozess 
entgegen, wodurch es zu einer Chromatinkondensierung kommt. Die dichtere Packung 
von deacetyliertem Chromatin verringert nach derzeitigem Kenntnisstand die 
Zugänglichkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren und damit die 
Gentranskriptionsaktivität im Gegensatz zu dekondensiertem, acetyliertem Chromatin 




Die deacetylierende Wirkung von HDAC ist allerdings nicht auf Histone beschränkt. 
Auch Nicht-Histonproteine, wie α-Tubulin und Hitzeschockprotein 90 (Hsp90), und 
verschiedene Transkriptionsfaktoren (p53, E2F, GATA1) können durch HDAC acetyliert 
werden, so dass es sich bei HDAC vielmehr um „Lysindeacetylasen“ handelt (Glozak et 
al., 2005; Witt et al., 2009). Insgesamt wurden bisher 18 humane HDAC identifiziert, die 
entsprechend ihrer Sequenzhomologie mit orthologen Enzymen der Hefe in vier Klassen 
unterteilt werden. Zu den „klassischen“ HDAC gehören die Mitglieder der Klassen I, II und 
IV, während die Klasse III-Enzyme als Sirtuine bezeichnet werden (Tabelle 2-1) 
(Gregoretti et al., 2004; Mottet und Castronovo, 2008; Witt et al., 2009). 
Eine Fehlregulation von Acetylierung und Deacetylierung spielt bei der Entstehung 
vieler Krebsarten eine wichtige Rolle (Cress und Seto, 2000; Marks et al., 2001; Mottet 
und Castronovo, 2008). Die geringere Acetylierung von Histonen steht mit funktionell 
inaktiven HAT, überexprimierten HDAC oder einer fehlerhaften Rekrutierung dieser 
Enzyme im Zusammenhang und ist damit maßgeblich an der Induktion und Progression 
von Tumorerkrankungen beteiligt (Fenrick und Hiebert, 1998; Glozak und Seto, 2007; 
Mottet und Castronovo, 2008; Pandolfi, 2001). 
 
Tabelle 2-1: Klassifizierung der humanen Histondeacetylasen (HDAC) und ihrer Hefe Orthologen. 
Klasse Humane HDAC Hefe HDAC 
Klasse I Klassische HDAC HDAC 1, 2, 3, 8 RPD3P-ähnlich 
Klasse II Klassische HDAC HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10 HDA1-ähnlich 
Klasse III Sirtuine SIRT1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Sir2-ähnlich 
Klasse IV Klassische HDAC HDAC 11 - 
 
Das wachsende Verständnis um die Zusammenhänge zwischen fehlregulierter 
Genexpression und maligner Transformation macht HDAC zu potentiellen Zielmolekülen 
in der Tumortherapie (Marks et al., 2001; Mottet und Castronovo, 2008). Eine Vielzahl 
verschiedener Substanzen ist in der Lage, HDAC zu binden und durch Hemmung ihrer 
enzymatischen Aktivität eine Hyperacetylierung von Histonen und Nicht-Histonproteinen 
zu induzieren. Obwohl die Wirkweise dieser HDAC-Inhibitoren bisher noch nicht in allen 
Einzelheiten verstanden wird, geht man nach heutigem Kenntnisstand von folgendem 
Mechanismus aus (Abbildung 2-6). Eine erhöhte HDAC-Aktivität in Tumorzellen könnte 
demnach zu einer vermehrten Deacetylierung von Histonen und Nicht-Histonproteinen 
führen. Dadurch wird das Expressionsmuster bestimmter Gene verändert, die an der 




Diese veränderte Genexpression führt zu vermehrter Zellproliferation und damit zu 
unkontrolliertem Tumorwachstum. Durch Hemmung der HDAC-Aktivität wird deren 
Fehlfunktion aufgehoben, indem der normale Acetylierungsstatus und damit die 
transkriptionelle Regulation der Gene wieder hergestellt wird (Marks et al., 2001; Mottet 
und Castronovo, 2008). Verschiedene Studien zeigen in diesem Zusammenhang, dass 
durch HDAC-Inhibierung die Expression von zwei bis 25 % aller Gene moduliert werden 

















Abbildung 2-6: Wirkung von HDAC-Inhibitoren. Durch die Hemmung der HDAC-Aktivität wird der 
normale Acetylierungsstatus (Ac) der Histone wiederhergestellt. Dies führt über die transkriptionelle 
Aktivierung von Genen schließlich zur Hemmung des Tumorwachstums. Modifiziert nach Bi und Jiang, 
2006. 
 
Vorinostat (Suberoylanilide hydroxamic, SAHA, ZolinzaTM) wurde 2006 als erster 
HDAC-Inhibitor für die Behandlung von kutanen T-Zell-Lymphomen eingesetzt (Glaser, 
2007; Marks und Breslow, 2007). Derzeit werden weitere 15 verschiedene HDAC-
Inhibitoren, darunter Panobinostat (LBH589), Belinostat (PXD101), Entinostat (MS-275) 
und Valproinsäure in klinischen Studien für die Behandlung von hämatologischen und 
soliden Tumoren getestet (Botrugno et al., 2009; Kelly et al., 2002; Marks und Xu, 2009; 
Xu et al., 2007). Die Daten zeigen, dass HDAC-Inhibitoren alleine oder zusammen mit 
anderen Chemotherapeutika zu einer deutlichen Tumorregression mit geringfügiger 
Normalgewebszytotoxizität führen (Marks et al., 2001). In Kombination mit ionisierender 
Strahlung wirken einige HDAC-Inhibitoren, wie z.B. MS-275 (Camphausen et al., 2004), 
Valproinsäure (Camphausen et al., 2005) oder LBH589 (Geng et al., 2006), außerdem 
strahlensensibilisierend. Die erhöhte Strahlenempfindlichkeit wird unter anderem auf die 
Inhibierung der DSB-Reparatur zurückgeführt (Crisanti et al., 2009; Ellis et al., 2008; 




Die bislang bekannten HDAC-Inhibitoren werden entsprechend ihrer funktionellen 
Gruppe und chemischen Struktur in fünf Klassen (Hydroxaminsäuren, kurzkettige 
Fettsäuren, zyklische Tetrapeptide, Benzamide und Ketone) unterteilt (Mottet und 
Castronovo, 2008). Als Vertreter der Hydroxaminsäuren wurde in der vorliegenden Arbeit 
der HDAC-Inhibitor LBH589 von Novartis Pharma AG (Basel, CH) verwendet. Diese 
Substanz wirkt bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich gegen alle Klasse I und II 
HDAC und wird deshalb als Pan-Inhibitor bezeichnet (Glaser, 2007). In zahlreichen 
Studien konnte gezeigt werden, dass LBH589 die Hyperacetylierung der Histone H3 und 
H4 sowie Hsp90 induziert (Bhalla, 2005; Scuto et al., 2008). Dieser potente HDAC-
Inhibitor ist somit in der Lage in verschiedenen Tumorentitäten den Zelltod zu induzieren 
und den Zellzyklus zu unterbrechen (Maiso et al., 2006; Scuto et al., 2008). In 
Kombination mit ionisierender Strahlung reduziert LBH589 in nicht-kleinzelligen 
Lungenkrebszellen ebenfalls sehr effektiv das Zellüberleben und induziert Apoptose 
(Geng et al., 2006). Außerdem verändert LBH589 die Phosphorylierung von γ-H2AX 
(Scuto et al., 2008) sowie die Reparaturkinetik von γ-H2AX Foci an strahleninduzierten 
DSB (Geng et al., 2006). Im Xenografttumormodell führt Bestrahlung in Kombination mit 






Das Wachstum von Tumorzellen sowie deren Ansprechen auf Strahlen- oder 
Chemotherapie werden maßgeblich vom Tumormikromilieu bestimmt. Neben 
Wachstumsfaktoren und der Interaktion mit benachbarten Zellen gehört die extrazelluläre 
Matrix (EZM) zu den wesentlichen Bestandteilen des Mikromilieus. Die Adhäsion von 
Zellen an Proteine der EZM beeinflusst als Resistenzfaktor maßgeblich das Zellüberleben 
nach Strahlen- und Chemotherapie. Aber auch Zellmorphologie, Zytoskelettarchitektur 
und Chromatinkondensation werden in Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen 
moduliert. Dies zeigt der Vergleich von herkömmlichen zwei-dimensionalen (2D) 
Zellkulturen mit Zellen, die in einer drei-dimensionalen (3D) Matrix gewachsen sind. Im 
Gegensatz zu 2D sind Zell- und Zellkernmorphologie in 3D mit der in vivo Situation 
vergleichbar und spiegeln somit physiologischere Wachstumsbedingungen wider. Die 
grundlegenden molekularen Zusammenhänge dieser wachstumsbedingten Unterschiede 
sowie deren Einfluss auf die zelluläre Strahlenempfindlichkeit sind bis heute noch nicht 
vollständig geklärt. Die Chromatinkondensation könnte allerdings dabei von großer 
Bedeutung sein, da die Dichte des Chromatins für eine effektive Reparatur 
strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) eine wichtige Rolle spielt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, die zelluläre Strahlenempfindlichkeit unter 
Berücksichtigung der Chromatinkondensation in humanen A549 Bronchialkarzinom- und 
UTSCC-15 Plattenepithelkarzinomzellen unter 3D- versus 2D-Zellkulturbedingungen zu 
untersuchen. Dabei sollten Parameter, wie klonogenes Zellüberleben, Induktion und 
Reparatur radiogener DSB, Anzahl letaler chromosomaler Aberrationen sowie 
Zellzyklusverteilung, analysiert werden. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen sollten 
chromatinmodifizierende Histondeacetylasen (HDAC) durch den siRNA-vermittelten 
Knockdown oder unter Verwendung des klinisch-relevanten HDAC-Inhibitors 
Panobionstat (LBH589) gehemmt werden. Um die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen der zellulären Strahlenempfindlichkeit in Abhängigkeit der Chromatindichte 
besser verstehen zu können, sollte des Weiteren das Heterochromatinprotein (HP) 1-α 
Gen in einen Expressionsvektor inseriert und stabil exprimierende A549 Tumorzellen 
erzeugt werden. Mit Hilfe dieser Transfektanten sowie im Vergleich zum A549 
Xenografttumormodell sollte untersucht werden, welche Bedeutung die 
Chromatinkondensierung für die Anzahl strahleninduzierter residueller DSB (rDSB) unter 
2D und 3D Wachstumsbedingungen hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten einen 
wesentlichen Beitrag zum besseren Verständnis der molekularen Zusammenhänge 
zwischen Chromatinstruktur und zellulärer Strahlenantwort von Tumorzellen leisten und 
somit als Grundlage für eine Optimierung der Krebstherapie dienen. 
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Gerät Typ Firma 
Absaugpumpe Vacusafe comfort VacuSafe IBS Integra Bioscience, Chur, 
CH 
Autoklav  V-65 Systec, Wettenberg, D 
Bakterien-Schüttler CERTOMAT®IS B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 
Barometer  Conrad Electronics, Hirschau, D 
Bestrahlungsgerät Y.TU320 Xylon, Zürich, CH 
Bio Imaging System  Gene Genius Syngene,Cambridge, GB 
Binokular, mit Lichtquelle Stemi2000 Carl Zeiss, Jena, D 
Brutschrank, Zellkultur HeraCel Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Brutschrank, Bakterien  Memmert, Schwabach, D 
Casy®Counter  TTC Schärfe System GmbH, Reutlingen, D 
Dosimeter PTW Unidos PTW, Freiburg, D 
Durchflusszytometer CyFlow Partec GmbH, Münster, D 






Beckmann Instruments, Fullerton, USA 
 
Heizrührer  MR3001 Heidolph, Schwabach, D 
Horizontalschüttler KS260 basic IKA, Staufen, D 
Gefrierschrank, -20 °C KX1011 Liebherr, Ochsenhausen, D 
Gefrierschrank, -80/ -150 °C  Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Gradientengel-Mischkammer 2117 Multiphor II LKB, Bromma, S 
Inkubator für Flüssigkeiten  Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Inverses Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena, D 
Inverses 
Fluoreszenzmikroskop 
Axioskop 2plus Carl Zeiss, Jena, D 
Inverses 
Fluoreszenzmikroskop 
Axio Observer.Z1 Carl Zeiss, Jena, D 
 
Kühlschrank  Liebherr, Ochsenhausen, D 
Kühlzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, D 
Laser Scanning Mikroskop 
(LSM) 
Axiovert 200M, 
LSM 510 Meta 
Carl Zeiss, Jena, D 
 
Magnetrührer mit Heizplatte MR3001 Heidolph, Schwabach, D 
Mikrotom für Paraffinschnitte 2065 Supercut Reichert Jung, Wien, A 
Mikrowelle  Sharp Electronics (Europe) GmbH, 
Hamburg, D 
Millipore Anlage Milli-Q® Millipore, Schwalbach/Ts., D 
Nanodrop® Spektrometer ND-1000 PeqLab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen, D 
pH-Meter ph Level 1 inoLab, Weilheim, D 
Paraffin-Ausgießsystem EG1160 Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar, D 




Eppendorf, Hamburg, D 
Power Supply EPS601 Amersham, Freiburg, D 
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Gerät Typ Firma 
Präzisionswaage LE244S-0CE Sartorius, Göttingen, D 
Rollschüttler SRT1 Stuart Scientific Ltd., Bath, GB 
Schweißgerät Dual Electronic Jencons-PLS, London, GB 
Semi Dry Blotter TE77 Amersham, Freiburg, D 
Sterilbank Clean Air Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Taumelschüttler Polymax 1040, 2040 Heidolph, Schwabach, D 
Tecan Microplate-Reader Genios Pro Tecan, Crailsheim, D 
Thermomixer comfort 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, D 
Tischzentrifuge  Eppendorf, Hamburg, D 
Waage BL 1500S Sartorius, Göttingen, D 
Wasserbad SW22 Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, D 
Vertikale Elektrophorese- 
Kammer mit Zubehör 
SE 600 Hoefer, San Francisco, USA 
 
Vortexer Reax control VWR, Darmstadt, D 
Zytozentrifuge Cytospin 3 Shandon GmbH, Frankfurt a.M., D 
4.1.2  Verwendete Computerprogramme 
 
Progamm Firma 
Gap4 STADEN-Software-Package (Staden et al., 2000) 
GraphPad Prism 4.03 GraphPad Software Inc., San Diego, USA 
Image J 1.37c Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA 
Magellan 5.0 Software Tecan, Crailsheim, D 
Microsoft Excel 2003 Microsoft Corp., Redmond, WA, USA 
Zeiss LSM Image Browser Version 
3,5,0,376 
Carl Zeiss GmbH Jena, D 
4.1.3  Weitere Materialien und Hilfsmittel 
 
Material und Hilfsmittel Firma 
Coverslips, rund Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, D 
Dako Pen Dako, Hamburg, D 
Deckgläschen Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, D 
Einfrierboxen Nalgene, Rochester, NY, USA 
Eiswannen  Roth, Karlsruhe, D 
Färbekammer  Roth, Karlsruhe, D 
Filmkassette  Amersham, Freiburg, D 
Glas-Pasteurpipetten  Brand GmbH u. Co. KG, Wertheim, D 
Hamilton-Spritze Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH 
HyperTM ECL-Filme  Amersham, Freiburg, D 
Instrumentenkasten/feuchte Kammer  Roth, Karlsruhe, D 
Insulinspritze, 0,3 mm x 12 mm Braun, Melsungen, D 
Kryoröhrchen  Biochrom, Berlin, D 
Kulturflaschen; T-25, T-75, T-175 cm2  BD, Heidelberg, D 
Laborflaschen  Schott AG, Mainz, D 
Messschieber  OBI, Wermelskirchen, D 
Metallplatten (zum Kühlen von 
Kulturgefäßen auf Eis) 
Eigenbau, UKD, Dresden, D 
Nitrozellulose-Membran, Protran; 0,2 µm  Schleicher & Schuell, Dassel, D 
Objektträger, Superfrost  Roth, Karlsruhe, D 
Pipettenspitzen mit Filter, steril; 10-1000 µl  Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
Pipetten; 5, 10, 25 ml  BD, Heidelberg, D 
Pipettierhilfe, accu jet pro  Brand, Herrenberg, D 
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Material und Hilfsmittel Firma 
Reaktionsgefäße, Safe Lock; 1,5 ml, 2 ml  Eppendorf, Hamburg, D 
Reaktionsgefäße; 15 ml, 50 ml  Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
Reaktionsgefäßständer  Rotilab, Roth, Karlsruhe, D 
Thermometer  Conrad Electronics, Hirschau, D 
Wägeschälchen  Roth, Karlsruhe, D 
Whatman-Filterpapier; 3 mm  Bender-Hobein, Zürich, CH 
Zellkulturplatten, Flachboden; 96er-  Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
Zellkulturplatten; 6er-, 12er-, 24er-, 96er-  BD, Heidelberg, D 
Zellkulturschalen; 6, 10 cm  BD, Heidelberg, D 
Zellschaber; 18 cm BD, Heidelberg, D 
4.1.4  siRNA 
 
Bezeichnung Sense 5´-3´ Antisense 3´-5´ 
HDAC 1 siRNA #120418 GCCGGUCAUGUCCAAAGUAtt UACUUUGGACAUGACCGGCtt 
HDAC 2 siRNA #120208 GCCACUGCCGAAGAAAUGAtt UCAUUUCUUCGGCAGUGGCtt 
HDAC 4 siRNA #107927 GGUGCUUAUGGAAAGGGAUtt AUCCCUUUCCAUAAGCACCtt 
 
Die verwendeten HDAC siRNAs sowie die siRNA Negativkontrolle #1 (AM4611) 
wurden von der Firma Applied Biosystems (Darmstadt, D) bezogen. 
4.1.5  Inhibitoren  
 
Bezeichnung Konzentration Firma 
Panobinostat 
(LBH589) 




MW 507,62, gelöst in DMSO, c = 1 mg/ml Sigma, Taufkirchen, D 
Deferoxamin 
(DFO) 
MW 656,79, gelöst in ddH2O, c = 50 mM Sigma, Taufkirchen, D 
 
Der Histondeacetylase-Inhibitor LBH589 wurde freundlicherweise von Novartis Pharma 
AG (Basel, CH) zur Verfügung gestellt. 
4.1.6  Primer 
 
Bezeichnung Sequenz Tm 
pOZ-FH-N fw 5´-GAC GAC GAT GAC AAG CTC GA-3´ 62,0 °C 
HP1-α fw 5´-GAG AGC AGA GCA ATG ATA TC-3´ 58,0 °C 
hHP1-α-N1-fw 5´-gg-G GTA CCA TGG GAA AGA AAA CCA AGC GG-3´ 69,5 °C 
hHP1-α-N1-rev 5´-CGG GAT CCC GGC TCT TTG CTG TTT CTT TCT CT-3´ 70,8 °C 
 
Die verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) 
hergestellt. Tm entspricht der vorhergesagten Schmelztemperatur der Primer. 
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4.1.7  Plasmide 
 
Zur Amplifizierung des humanen HP1-α Gens wurde das pOZ-FH-N-HP1-α Konstrukt 
verwendet, das uns freundlicher Weise von Dr. Tagami (Nagoya, J) zur Verfügung gestellt 
wurde. Anschließend erfolgte die Klonierung der kodierenden Sequenz des HP1-α Gens 
in den pEGFP-N1-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe, D). 
4.1.8  Enzyme 
 
Für die Polymerasekettenreaktion wurde die Hot Star Taq®-Plus Polymerase sowie 
10x Puffer, MgCl2, dNTPs (Qiagen, Hilden, D) verwendet. Die Restriktion von DNA 
erfolgte mit den Enzymen BamHI, KpnI oder AflII, dem entsprechenden 5x Puffer und 
100x BSA (NEB, Frankfurt a.M., D). Für die Ligation wurde die T4 DNA Ligase mit 5x 
Puffer eingesetzt (Invitrogen, Karlsruhe, D). 
4.1.9  Größenstandard 
 
Die Agarosegelelektrophorese von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der 
100 bp und 1 kb DNA-Leiter (NEB, Frankfurt a.M., D). Als Größenstandard für die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wurde die Benchmark Protein-Leiter verwendet 
(Invitrogen, Karlsruhe, D). 
4.1.10  Verwendete Methodenkits 
 
Bezeichnung Verwendung Firma 
BCA Protein Assay Kit Proteinbestimmung  Pierce, Bonn, D 
ECL Western Blotting 
Detection Reagents 
Detektion Western Blot  
 
Amersham, Freiburg, D 
HiSpeed®Plasmid Midi Kit Plasmid-DNA Präparation Qiagen, Hilden, D 
NucleoSpin®Plasmid Kit  Plasmid-DNA Präparation Macherey-Nagel, Düren, D 
Super Signal West Dura 
Extended 
Detektion Western Blot  
 
Pierce, Bonn, D 




Invitrogen, Karlsruhe, D 
4.1.11  Primäre Antikörper 
 
Bezeichnung Verwendung Verdünnung Firma 
53BP1, Kaninchen, 
polyklonal 




Western Blot 1:250 Upstate, Schwalbach/Ts., 
D 
ATM, Maus, Klon 3E8 Western Blot 1:1.000 GeneTex, Irvine, USA 
ATM S1981, Kaninchen, 
polyklonal 
Western Blot 1:1.000 Abcam, Cambridge, UK 
β-Aktin, Maus, Klon AC-15 Western Blot 1:10.000 Sigma, Taufkirchen, D 
BrdU, Maus, Klon B44 Zellzyklus 1:10 BD, Heidelberg, D 
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Bezeichnung Verwendung Verdünnung Firma 
GFP, Kaninchen, Klon 
ab290 
Western Blot 1:2.000 Abcam, Cambridge, UK 
γ-H2AX S139, Maus, Klon 
JBW301 
Western Blot 1:1.000 Upstate, Schwalbach/Ts., 
D Immunfluoreszenz 1:2.000 
HDAC 1, Kaninchen, 
polyklonal 
Western Blot 1:500 Cell Signaling, Frankfurt 
a.M., D 
HDAC 2, Kaninchen, 
polyklonal 
Western Blot 1:500 Cell Signaling, Frankfurt 
a.M., D 
HDAC 4, Kaninchen, 
polyklonal 
Western Blot 1:500 Cell Signaling, Frankfurt 
a.M., D 
HIF-1α, Maus, Klon 54 Western Blot 1:500 BD, Heidelberg, D 
Histon H3, Kaninchen, 
polyklonal  




Western Blot 1:500 Cell Signaling, Frankfurt 
a.M., D 
Hypoxyprobe Mab-1 Immunhistochemie 1:100 Chemicon International, 
Schwalbach/Ts., D 
p21, Maus, F-5 Western Blot 1:500 SantaCruz Biotechnology 
Inc., Heidelberg, D 
p53, Maus, Klon 80 Western Blot 1:1.000 BD, Heidelberg, D 
p53 S15, Kaninchen, 
polyklonal 




Immunfluoreszenz 1:800 Abcam, Cambridge, UK 
4.1.12  Sekundäre Antikörper 
 
Bezeichnung Verwendung Verdünnung Firma 
Kaninchen-IgG, HRP 
konjugiert 
Western Blot 1:5.000 Amersham, Freiburg, D 
Maus-IgG, HRP konjugiert Western Blot 1:5.000 Amersham, Freiburg, D 
Maus-IgG, FITC Zellzyklus 1:50 Dako, Hamburg, D 
Alexa Fluor488 Anti-
Kaninchen 
Immunfluoreszenz 1:2.000 Invitrogen, Karlsruhe, D 
Alexa Fluor594 Anti-Maus  Immunfluoreszenz 1:2.000 Invitrogen, Karlsruhe, D 
Alexa Fluor594 Anti-
Kaninchen 
Immunfluoreszenz 1:2.000 Invitrogen, Karlsruhe, D 
Alexa Fluor594, Phalloidin  Immunfluoreszenz 1:800 Invitrogen, Karlsruhe, D 
4.1.13  Lösungen für Zellbiologische Methoden 
 
Bezeichnung Zusammensetzung Firma 
Dulbecco´s Modified 
Eagle Medium (DMEM) 
Glukose (4,5 g/l) mit 
Glutamin (4 °C) 
PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 
Fetal Calf Serum (FCS) vor der Benutzung inaktiviert 
30 min bei 56 °C (-20 °C) 
PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 
10 nM Non-Essential 
Amino Acid Solution 
(NEAA) 
(4 °C) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 
Komplettmedium DMEM 
10 % FCS 
1 % NEAA (4 °C) 
 
Einfriermedium DMEM 
10 % DMSO  
20 % FCS (-20 °C) 
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Bezeichnung Zusammensetzung Firma 
1x Trypsin/EDTA (4 °C) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 






20 mg/ml (-20 °C) BD, Heidelberg, D 
  
10 mg/ml, in DMEM (4 °C)  
5 mg/ml, in Komplettmedium 
(4 °C) 
 
1 % Agarose 1 g Agarose 
ad 100 ml ddH2O 
Sigma, Taufkirchen, D 
500 mM PBS/EDTA 5 ml 0,5 M EDTA 
ad 500 ml 1x PBS 
Roth, Karlsruhe, D 
80 % Ethanol 800 ml Ethanol, vergällt, 
99 % 
ad 1 l ddH2O 
Berkel, Berlin, D 
Coomassie-Färbelösung 100 ml Methanol 
37,5 ml Eisessig 
0,25 g Coomassie G250 
ad 500 ml ddH2O 
J.T. Baker, Deventer, NL 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
CASY®ton  Innovatis AG, Reutlingen, D 
Opti-MEM mit GlutaMAX I (4 °C) Invitrogen, Karlsruhe, D 
4.1.14  Lösungen für Durchflusszytometrie 
 
Lösung Zusammensetzung Firma 
10 mM 5-Brom-2´-
desoxyuridin (BrdU) 
15,35 mg BrdU 
ad 50 ml 1x PBS 
(sterilfiltriert, -20 °C) 
Serva, Heidelberg, D 
2 N HCl 16,6 ml 37 % HCl 
ad 100 ml ddH2O (RT) 
Merck, Darmstadt, D 
 
0,05 % Pepsin-Lösung 0,05 g Pepsin 
2,5 ml 2N HCl 
ad 100 ml ddH2O 
(4 °C, nur 5 Tage haltbar) 
Merck, Darmstadt, D 
0,01 % RNase-Lösung 10 mg RNase 
ad 100 ml 1x PBS (4 °C) 
Sigma, Taufkirchen, D 
1 % PBSA 2,5 g BSA 
ad 250 ml 1x PBS (4 °C) 
Sigma, Taufkirchen, D 
50 µg/ml 
Propidiumiodidlösung 
2,5 mg Propidiumiodid 
ad 50 ml 1x PBS 
(4 °C, Dunkel) 
Serva, Heidelberg, D 
4.1.15  Lösungen für Proteinbiochemische Untersuchungen 
 
Lösung Zusammensetzung Firma 
10 % APS 10 g APS  
ad 10 ml ddH2O 
(-20 °C) 




29 g Glycin 
58 g Tris 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D  
Roth, Karlsruhe, D 
 
1x Blotpuffer 100 ml 10x Blotpuffer 
200 ml Methanol 
ad 1 l ddH2O 
 
J.T. Baker, Deventer, NL 
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ad 2 ml ddH2O 
(-20 °C) 
Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D 
 
200 mM Na3VO4 3,678 g Na3VO4 
ad 100 ml ddH2O 
(-20 °C) 
Sigma, Taufkirchen, D 
500 mM NaF 2,1 g NaF 
ad 100 ml ddH2O 
(-20 °C) 
Sigma, Taufkirchen, D 
20x PBS (pH 7,4) 
 
160 g NaCl 
4 g KCl 
36 g Na2HPO4 
4,8 g KH2PO4 
ad 1 l ddH2O 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
PBS/0,05 % Tween 20 
(PBST) 
0,5 ml Tween 20 
ad 1 l 1x PBS 
Serva, Heidelberg, D 
RIPA-Stammlösung 12,5 ml Tris-HCl (pH 7,4) 
2,5 ml NP-40 
6,25 ml 10 % 
Sodiumdeoxycholate 
7,5 ml 5 M NaCl 
0,5 ml 0,5 M EDTA 
ad 250 ml ddH2O 
(4 °C, 3 Monate haltbar) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Fluka, München, D 
 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 




951 µl RIPA-Stammlösung 
40 µl 25x CompleteTM 
Protease-Inhibitor 
5 µl 200 mM Na3VO4 




3,029 g Tris 
0,702 g EGTA 
0,190 g EDTA 
100 ml Triton X-100 
183,9 mg Na2VO3 
446 mg Na4O7P2 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Sigma, Taufkirchen, D 
Sigma, Taufkirchen, D 
COMPLETETM-Protease-
Inhibitoren 
ad 100 ml ddH2O 
(-20 °C) 












Sigma, Taufkirchen, D 







0,925 g DTT 
1,2 g SDS 
3,5 ml Tris 
1,2 mg Bromphenolblau 
ad 10 ml ddH2O (-20 °C) 
Roth, Karlsruhe, D 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Roth, Karlsruhe, D  
Roth, Karlsruhe, D 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
 
10 % SDS 100 g SDS 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 
 
10x SDS-Laufpuffer 30,3 g Tris 
144,1 g Glycin 
10 g SDS 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
3 M Tris-Puffer  
(pH 8,8) 
181,71 g Tris 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 
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Lösung Zusammensetzung Firma 
0,5 M Tris-Puffer 
(pH 6,8) 
30,275 g Tris 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 
 
5 % Milchpulver-Lösung 5 g Milchpulver 
ad 100 ml ddH2O (4 °C) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D  
GBX-Developer-Kodak 250 ml Entwickler 
ad 1 l ddH2O 
(Dunkel) 
Kodack, Stuttgart, D 
GBX-Fixer-Kodak 250 ml Fixierer 
ad 1 l ddH2O 
(Dunkel) 
Kodack, Stuttgart, D 
4.1.16  Lösungen für Histologische Methoden 
 
Bezeichnung Zusammensetzung Firma 
1 % BSA 0,5 g Bovines Serumalbumin 
(BSA) 
ad 50 ml ddH2O 
Sigma, Taufkirchen, D 
1 % Formaldehyd 1,35 ml 37 % Formaldehyd 
ad 50 ml 1x PBS 
Merck, Darmstadt, D 
 
4 % Formalin (pH 7,4) 100 ml 40 % Formalin 
6,5 g Natriumphosphat 
4,0 g Natrium-
dihydrogenphosphat 
ad 1 l ddH2O 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
 
0,25 % Triton X-100 125 µl Triton X-100 
ad 50 ml 1x PBS 
Roth, Karlsruhe, D 
3 % Wasserstoff-
peroxid (H2O2) 
42,8 ml 35 % H2O2 
ad 500 ml PBS (4 °C) 
Merck, Darmstadt, D 
 
Gebrauchslösung 9 ml 110 mM Zitronensäure 
41 ml 100 mM Natriumacetat 
ad 500 ml ddH2O 
 
Merck, Darmstadt, D 
 
Merck, Darmstadt, D 
 
Hämatoxylin  Merck, Darmstadt, D 
1 % Eosinlösung  Merck, Darmstadt, D 
4.1.17  Lösungen für Molekularbiologische Methoden 
 
Bezeichnung Zusammensetzung Firma 
SOC-Medium (pH 7,0) 20 g Trypton/Pepton 
5 g Hefeextrakt 
0,5 g NaCl 
2,5 ml 1 M KCl 
10 ml 1 M MgCl2 
20 ml 1 M Glucose 
ad 1 l ddH2O 
(autoklaviert, 4 °C) 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Merck, Darmstadt, D 
Fluka, München, D 
Merck, Darmstadt, D 
Merck, Darmstadt, D 
 
LB-Medium (pH 7,0) 20 g Trypton/Pepton 
5 g Hefeextrakt 
10 g NaCl 
ad 1 l ddH2O 
(autoklaviert, 4 °C) 
Roth, Karlsruhe, D 
Roth, Karlsruhe, D 
Merck, Darmstadt, D 
 
LB-Agar 15 g Agar 
ad 1 l LB-Medium 
(autoklaviert, 4 °C) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
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Bezeichnung Zusammensetzung Firma 
10x TBE-Puffer 
(pH 8,0) 
108 g Tris 
55 g Borsäure 
40 ml 0,5 M Na2EDTA 
ad 1 l ddH2O 
Roth, Karlsruhe, D 




250 mg Bromphenolblau 
33 ml 150 mM Tris (pH 7,6) 
60 ml Glycerol 
ad 100 ml ddH2O (4 °C) 
AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Roth, Karlsruhe, D 
 
Roth, Karlsruhe, D 
4.1.18  Lösungen für Tierversuche 
 
Chemikalien Firma 
0,9 % NaCl, steril Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D 
Futter:  
Sniff®Standarddiät; sniff R/M-H 10 mm, 
nitrosaminarm (Futter) 
 
sniff Spezialitäten GmbH, Soest, D 
steril-gefiltertes Leitungswasser Pall SeitzSchenk Filtersystems, Bad 
Kreuznach, D 
Trinkwasserbehandlung mit Antibiotika:  
0,04 mg/ml Oflotacin, 200 mg 
 
 
Tarivid® i.v., Aventis Pharma Deutschland 
GmbH,Frankfurt a.M., D 
Anästhesie: 
16 mg/kg Xylazin und  
120 mg/kg Ketamin 
in 0,9 % NaCl 
 
Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, D 
Ketanest®, Curamed Pharma GmbH, 
Karlsruhe, D 
4.1.19  Sonstige Chemikalien 
 
Chemikalien Firma 
30% Acrylamid Bisacrylamid-Lösung (29:1) Serva, Heidelberg, D 
Agarose, electrophoresis grade Invitrogen, Karlsruhe, D 
Agarose, Typ I-A, für Beschichtung  Sigma, Taufkirchen, D 
Ammoniumpersulfat (APS)  Amersham, Frankfurt, D 
Ampicillin Natriumsalz (100 mg/ml in ddH2O) AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Bromdesoxyuridin (BrDU)  Serva, Heidelberg, D 
4´,6-Diamidino-2-Phenylindol-2 HCl (DAPI) Alexis, Grünberg, D 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  AppliChem GmbH, Darmstadt, D 
Ethanol, reinst J.T. Baker, Deventer, NL 
Ethanol, vergällt, 99 % Merck, Darmstadt, D 
Ethidiumbromid (EtBr), 1 %  Roth, Karlsruhe, D 
Formaldehyd, 37 % Merck, Darmstadt, D 
Fluorescence Mounting Medium Dako, Hamburg, D 
G418 Sulfat (100 mg/ml in 0,1 M HEPES) Calbiochem, Bad Soden, D 
CytosealTM XYL Mounting Medium Richard Allan Scientific, Kalamazoo, MI, 
USA 
HEPES (1M) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 
Isopropanol  Merck, Darmstadt, D 
Kanamycinsulfat (30 mg/ml in ddH2O) Roth, Karlsruhe, D 
Lipofektamin Invitrogen, Karlsruhe, D 
Oligofektamin Invitrogen, Karlsruhe, D 
Ponceau S  Sigma, Taufkirchen, D 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Merck, Darmstadt, D 
Vectashield mit DAPI  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Xylol Merck, Darmstadt, D 
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4.2  Zellkultur 
4.2.1  Zellen 
 
In dieser Arbeit wurde die humane nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie A549 
(ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA) verwendet. Diese 
Zelllinie wurde 1972 aus der Lungenbiopsie eines 58 Jahre alten Kaukasiers etabliert 
(Giard et al., 1973).  
Des Weiteren erfolgten Untersuchungen an UTSCC-15 Zellen, einer humanen mäßig 
differenzierten Plattenepithelkarzinomzelllinie der Zunge (R. Grenman, Turku, FIN). 
4.2.2  Zellkulturbedingungen 
 
Die verwendeten Zelllinien wurden in entsprechenden Zellkulturgefäßen mit 
Komplettmedium im Brutschrank unter Standardzellkulturbedingungen bei 37 °C, 7 % 
CO2-Gehalt, pH 7,4 und maximaler Luftfeuchtigkeit kultiviert. 
4.2.3  Passagieren der Zellen 
 
Bei einer Zelldichte von 80-90 % erfolgte das Umsetzen (Passagieren) der Zellen in 
eine neue Zellkulturflasche. Dazu wurden die Zellen zunächst zweimal mit PBS 
gewaschen und danach mit Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen vom 
Zellkulturgefäß abgelöst haben.  
Nach Zugabe von Komplettmedium wurde die Einzelzellsuspension im Verhältnis 1:7 
bzw. 1:10 in ein neues Zellkulturgefäß überführt und mit frischem Komplettmedium 
aufgefüllt. Nach einer Ruhezeit von 72 h konnten die Zellen für die Versuche eingesetzt 
werden. 
4.2.4  Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Die längerfristige Aufbewahrung der Zellen erfolgte bei -150 °C. Nachdem die Zellen 
einer T-175-Flasche trypsiniert, mit Komplettmedium versetzt und in ein 50 ml-Gefäß 
überführt wurden, erfolgte die Zentrifugation für 3 min bei 150 xg und 4 °C. Das Zellpellet 
wurde anschließend in 4,8 ml Einfriermedium resuspendiert und jeweils 0,8 ml 
Zellsuspension auf insgesamt sechs Kryoröhrchen verteilt. Die Kryoröhrchen wurden für 
24 h in einer Einfrierbox bei -80 °C schrittweise herunter gekühlt und danach bei -150 °C 
längerfristig gelagert. 
Für das Auftauen wurde die Zellsuspension zügig mit Komplettmedium in eine T-75-
Zellkulturflasche überführt und nach 24 h das Medium erneuert. Die aufgetauten Zellen 
wurden zweimal passagiert, bevor sie für einen Versuch eingesetzt wurden. 
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4.2.5  Zellzahlbestimmung 
 
Die Messung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Zellzählgerätes CasyCounter. Von der 
Einzelzellsuspension wurden 50 µl in 10 ml Casyton verdünnt. Die Messung der Zellzahl 
erfolgte mit einem zelllinienabhängigen Setup entsprechend den Angaben des 
Herstellers. Zusätzlich zur Zellzahl wurden die Viabilität (90-98 %) und der 
Aggregationsfaktor (1,000-1,200) der Zellen berücksichtigt. 
4.2.6  Zellwachstum unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen 
 
Da in dieser Arbeit das Zellwachstum in einer 3D lamininreichen EZM mit der 
herkömmlichen 2D Zellkultur verglichen wurde, erfolgte das Zellwachstum unter 2D 
Zellkulturbedingungen in EZM-beschichteten Zellkulturgefäßen (siehe Abbildung 4-1). Die 
EZM-Lösung (5 mg/ml) wurde mit 4 °C kaltem Komplettmedium auf eine 
Endkonzentration von 1 µg/cm2 verdünnt und für die Beschichtung das entsprechende 
Volumen in das Zellkulturgefäß pipettiert (siehe Tabelle 4-1). Nach einer 1-stündigen 
Inkubationszeit der EZM-Lösung bei Raumtemperatur (RT) wurde der Überstand 
abgesaugt und die Zellen in Komplettmedium ausgesät. 
 
Tabelle 4-1: Beschichtung der verwendeten Zellkulturgefäße. Angegeben sind die 
Verdünnungsfaktoren und das entsprechende Endvolumen für die Beschichtung der Zellkulturgefäße mit 
EZM in einer Endkonzentration von 1 µg/cm2. 
Zellkulturgefäße Verdünnung Volumen EZM-Lösung/Gefäß 
T-25-Flaschen 1:400 2 ml 
T-75-Flaschen 1:333 5 ml 
100er-Schalen 1:431 5 ml 
6er-Platte 1:520 1 ml 
24er-Platte (mit/ohne Deckglas) 1:1389 0,5 ml 
 
Unter 3D Wachstumsbedingungen wurden die Zellkulturgefäße (96er-Platte: 50 µl, 
24er-Platte: 300 µl) mit steriler, bei 100 °C verflüssigter 1 % Agarose-Lösung beschichtet, 
um die Adhäsion der Zellen an den Gefäßboden zu verhindern. Nach dem Aushärten der 
Agarose bei RT wurden die Zellen auf Eis in Komplettmedium mit einer EZM-










Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der 2D und 3D Zellkulturbedingungen. 
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4.2.7  Immunfluoreszenzfärbung 
 
Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden in 2D 5 x 105 Zellen (in 1 ml Medium auf 
einem Deckglas in einer 24er-Platte) bzw. in 3D 2 x 105 Zellen (in 1ml EZM-Lösung in 
einer 24er-Platte) ausgesät und nach einer 24-stündigen Wachstumszeit für 20 min mit 
1 % Formaldehyd bei RT fixiert. Nachdem die Zellen 10 min mit 0,25 % Triton X-100 
inkubiert wurden, erfolgte das Blocken unspezifischer Bindungen mit 1 % BSA für 1 h bei 
37 °C. Alle Antikörper wurden in 1 % BSA verdünnt und bei 37 °C in einer feuchten 
Kammer inkubiert. Zuerst erfolgte die Behandlung mit dem Primärantikörper bzw. 
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin für 1 h. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS 
wurden die Zellen für 30 min mit dem Sekundärantikörper behandelt. Nach einem 
weiteren Waschschritt mit PBS wurden die 3D Zellen auf den Objektträger aufgetropft und 
getrocknet. Danach wurden die Zellen mit Eindeckmedium mit DAPI und einem Deckglas 
bedeckt. Die 2D Zellen auf dem Deckglas wurden direkt mit dem Eindeckmedium auf 
einem Objektträger fixiert. 
4.2.8  Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen 
 
Zur Dokumentation der Immunfluoreszenzfärbungen wurden Aufnahmen mit dem 
Laser Scanning Mikroskop (LSM) gemacht. Zur Bestimmung der Zellkerndurchmesser 
wurden die Zellkerne (DAPI-Färbung) in der x- (d1), y- (d2) und z-Ebene (d3) vermessen. 
Anschließend wurden die mittlere Kernfläche A  (4.1) und das mittlere Kernvolumen V  
(4.2) berechnet. 
   
 2rA ⋅= π  (4.1) 
 
32134 rrrV ⋅⋅⋅= π  (4.2) 
   
Die Ergebnisse der Zellkernvermessung sind als Mittelwert ± Standardabweichung 
dargestellt (n = 15). 
4.3  Bestrahlung 
4.3.1  Bestrahlung in vitro 
 
Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit einer Röntgenröhre bei einer Spannung von 
200 kV und einer Stromstärke von 20 mA. Die Röhre verfügte über einen Aluminium- und 
einen Kupferfilter der Stärke 0,5 mm zur Absorption der weichen Strahlenanteile. Die 
Dosisrate lag bei etwa 1,32 Gy/min. Die Kalibrierung der Röntgenröhre erfolgte mittels 
Universaldosimeter unter Beachtung von RT und Luftdruck. In den Versuchen wurden 
Einzeldosen zwischen 0 und 6 Gy appliziert. 
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4.3.2  Bestrahlung in vivo 
 
Die Bestrahlung der Versuchstiere erfolgte mit einer Röntgenröhre (AG Experimentelle 
Strahlentherapie und Strahlenbiologie von Tumoren, Medizinische Fakultät Carl Gustav 
Carus, Technische Universität Dresden) bei einer Spannung von 200 kV und einer 
Stromstärke von 20 mA. Die Dosisrate lag bei etwa 1 Gy/min und die in den Versuchen 
applizierte Einzeldosis bei 4 Gy. Vor der Benutzung erfolgte die Kalibrierung mit Hilfe 
eines Universaldosimeters unter Beachtung von Raumtemperatur und Luftdruck. Alle 
durchgeführten Bestrahlungen, Bestrahlungsfehler oder Abweichungen wurden 
protokolliert. Während der Durchführung dieser Experimente sind keine 
Bestrahlungsfehler aufgetreten. 
4.4  Koloniebildungsassay 
 
Zur Bestimmung des klonogenen Zellüberlebens wurde der Koloniebildungsassay, eine 
Standardmethode in der Strahlenbiologie, verwendet (Puck und Marcus, 1956). Dieser 
Assay bestimmt die proliferative Integrität von Zellen nach genotoxischen Einflüssen. Er 
beruht auf der Annahme, dass eine Zelle, deren proliferative Integrität erhalten bleibt, die 
Fähigkeit besitzt, eine Kolonie von mindestens 50 Tochterzellen zu bilden. Diese 
Ursprungszelle wird demnach als klonogen bezeichnet (Steel, 2002). 
4.4.1  Koloniebildungsassay unter 2D Wachstumsbedingungen 
 
Der 2D Koloniebildungsassay wurde in einer 6er-Platte durchgeführt (Cordes et al., 
2006). In 10 ml Komplettmedium wurden y µl Einzelzellsuspension entsprechend der 
Formel (4.3) verdünnt. 






=  (4.3) 
   
Das Aussäen der optimalen Zellzahl pro Vertiefung erfolgte nach den Angaben in 
Tabelle 4-2 in 2 ml Komplettmedium. Durch ruckartiges Schütteln der Platte wurden die 
Zellen gleichmäßig verteilt. Nach 24-stündigem Wachstum unter Standardzellkultur-
bedingungen erfolgte die Bestrahlung der Zellen mit den Einzeldosen 0, 2, 4 oder 6 Gy.  
Die Inkubationszeit der Zellen bis zum Abstoppen des Assays betrug für A549 acht und 
UTSCC-15 Zellen neun Tage. Das Abstoppen erfolgte durch eine 20-minütige Fixierung 
der Zellen mit 80 % Ethanol und eine 10-minütige Färbung mit Coomassie-Lösung. 
Danach wurden die Platten mit Leitungswasser gewaschen und getrocknet. 
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Tabelle 4-2: Zellzahl für Koloniebildungsassay in 2D. Die verwendeten Zellzahlen pro Vertiefung 
einer 6er-Platte in Abhängigkeit der applizierten Dosis sind für die Zelllinien A549 und UTSCC-15 
zusammengestellt. 
 A549 UTSCC-15 
Dosis Zellzahl y [µl] Zellzahl y [µl] 
0 Gy 500 50 1000 100 
2 Gy 500 50 1000 100 
4 Gy 1000 100 2000 200 
6 Gy 2000 200 4000 400 
 
4.4.2  Koloniebildungsassay unter 3D Wachstumsbedingungen 
 
Unter 3D Zellkulturbedingungen wurde der Koloniebildungsassay in 96er-Platten 
durchgeführt (Hehlgans et al., 2008). Pro Vertiefung wurden für A549 500 und UTSCC-15 
1000 Zellen in 100 µl Komplettmedium mit 0,5 mg/ml EZM-Endkonzentration verdünnt. 
Das Einzelzell-EZM-Gemisch wurde anschließend in die Vertiefungen pipettiert und zur 
Polymerisierung der 3D Matrix für 90 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die 
Überschichtung mit 100 µl Komplettmedium und nach weiteren 24 h die Bestrahlung der 
Zellen mit Einzeldosen von 0, 2, 4 oder 6 Gy. Die Wachstumszeit betrug für A549 acht 
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Abbildung 4-2: Mikroskopische Aufnahmen von A549 Zellkolonien in 2D und 3D acht Tage nach 
Bestrahlung. Nach der Fixierung und Färbung der 2D Kolonien erfolgt die Auswertung, indem die 
Anzahl der Kolonien mit mehr als 50 Zellen am Binokular bestimmt wird. Im Vergleich dazu wird der 3D 
Koloniebildungsassay ohne Fixierung direkt am inversen Mikroskop ausgewertet. 
4.4.3  Auswertung der Koloniebildungsassays 
 
Die Auswertung der fixierten und mit Coomassie gefärbten 2D Kolonien erfolgte am 
Binokular, indem alle Kolonien mit mehr als 50 Zellen gezählt wurden. Das Gleiche gilt für 
den 3D Koloniebildungsassay, bei dem die Zählung der Zellkolonien ohne Fixierung am 
inversen Mikroskop durchgeführt wurde. Die Überprüfung der Zellzahl von unbestrahlten 
3D Kolonien erfolgte mittels DAPI Färbung und mikroskopischer Kontrolle.  
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Ein repräsentatives Beispiel eines 2D und 3D Koloniebildungsassays von A549 Zellen 
ist in Abbildung 4-2 dargestellt. Die Plattierungseffizienz ( PE ) unbestrahlter Zellen 
entspricht dem Verhältnis der Anzahl der Kolonien zur Anzahl der ausgesäten Zellen. Die 
Überlebensfraktion ( SF ) nach Bestrahlung wurde entsprechend der Formel (4.4) 
berechnet. 








=  (4.4) 
   
Die Ergebnisse der Koloniebildungsassays sind in Zellüberlebenskurven als 
Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen dargestellt. 
4.5 γ-H2AX/53BP1-Foci Assay 
 
Der Nachweis von DNA-DSB erfolgte mittels Immunfluoreszenzfärbung und 
Antikörpern gegen γ-H2AX und 53BP1 (Eke et al., 2009; Eke et al., 2007; Hehlgans et al., 
2009a). Diese Methode beruht auf der strahleninduzierten Phosphorylierung der 
Histonvariante H2AX zu γ-H2AX, der Rekrutierung von DNA-Reparaturproteinen, wie 
53BP1, und der Ausbildung nukleärer Foci (Foci Assay) im Bereich des DSBs (Kinner et 
















Abbildung 4-3: Schematische Darstellung der untersuchten Endpunkte mittels Foci Assay. 24 h 
bzw. 120 h nach dem Aussäen der Einzelzellen erfolgte die Bestrahlung (IR) in 2D und 3D. Für die 
Untersuchung der Reparaturkinetik wurden die Zellen 0,5, 2, 6 und 24 h nach Bestrahlung mit 0 oder 
1 Gy isoliert. Weiterhin wurde die Anzahl der Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung mit 0, 2, 4, 6 Gy 
bestimmt (entspricht der Anzahl residueller DSB). 
4.5.1  Foci Assay unter 2D Wachstumsbedingungen 
 
Für den 2D Foci Assay wurden 5 x 104 Zellen in 1 ml Komplettmedium pro Vertiefung 
einer 24er-Platten (24 h) bzw. 1 x 105 Zellen in 5 ml Komplettmedium einer T-25-Flasche 
(120 h) ausgebracht. Nach der entsprechenden Inkubationszeit erfolgte die Bestrahlung 
der Zellen mit Einzeldosen zwischen 0 und 6 Gy. Die Zellen wurden anschließend unter 
Standardzellkulturbedingungen gehalten und nach verschiedenen Zeitpunkten (siehe 
Abbildung 4-3) abgestoppt. Dazu wurden die Zellen trypsiniert und mit Komplettmedium in 
Material and Methoden 
 
 34 
ein 15 ml-Gefäß überführt. Nach dem Zentrifugieren bei 130 xg, 4 °C, 3 min wurde das 
Pellet in 0,5-2 ml PBS resuspendiert und bis zur Zytozentrifugation auf Eis gelagert (Eke 
et al., 2007). 
4.5.2  Foci Assay unter 3D Wachstumsbedingungen 
 
Beim 3D Foci Assay wurden unabhängig von der Inkubationszeit pro Vertiefung einer 
24er-Platte 2 x 105 Zellen in 1 ml Komplettmedium mit 0,5 mg/ml EZM-Endkonzentration 
ausgesät. Nach der entsprechenden Wachstumszeit erfolgte die Bestrahlung mit 
Einzeldosen zwischen 0 und 6 Gy. Nach verschiedenen Reparaturzeiten (siehe Abbildung 
4-3) unter Standardzellkulturbedingungen wurden die 3D Zellen isoliert und dazu in ein 
15 ml-Gefäß mit 6 ml 4 °C kaltem PBS/EDTA überführt. Nach 20 min auf Eis und unter 
mehrmaligem Schütteln erfolgte die Zentrifugation bei 200 xg, 4 °C, 5 min. Anschließend 
wurde das Pellet bei 37 °C für 10 min mit 1 ml Trypsin/EDTA behandelt. Die 
Einzelzellsuspension wurde mit 1 ml Komplettmedium bei 150 xg, 4 °C, 3 min 
zentrifugiert, danach in 0,5-2 ml PBS resuspendiert und bis zur Zytozentrifugation auf Eis 
gelagert (Eke et al., 2009; Hehlgans et al., 2009a). 
4.5.3  Zytozentrifugation 
 
Die 2D und 3D Einzelzellsuspensionen wurden mittels Zytozentrifugation auf 
Superfrost Objektträger aufgebracht, indem die Zellen für 2 min bei 200 rpm zentrifugiert 
wurden (Eke et al., 2009; Hehlgans et al., 2009a). Die Objektträger wurden dazu in eine 
gerätespezifische Halterung eingespannt und mit 250 µl der Zellsuspension beladen. Pro 
Objektträger wurden zwei Spots aufzentrifugiert und anschließend mit 1 % Formaldehyd 
für 20 min fixiert. Bis zur Immunfluoreszenzfärbung wurden die Objektträger in PBS bei 
4 °C aufbewahrt. 
4.5.4  Immunfluoreszenzfärbung 
 
Die auf dem Objektträger fixierten Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit 
0,25 % Triton X-100 für 10 min auf dem Schüttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 
mit PBS wurden die Zellen auf dem Objektträger mit einem wachsartigen Stift (Dako Pen) 
umrandet und mit 1 % BSA für 1 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer geblockt. Alle 
verwendeten Antikörper wurden in 1 % BSA verdünnt und bei 37 °C in einer feuchten 
Kammer inkubiert. Es folgte die Behandlung mit dem ersten Primärantikörper gegen γ-
H2AX für 1 h. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit dem 
entsprechenden Sekundärantikörper für 30 min inkubiert (Eke et al., 2007). Die Zellen 
wurden dreimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit dem zweiten Primärantikörper 
gegen 53BP1 und dem zweiten entsprechenden Sekundärantikörper behandelt. Zum 
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Schluss wurden die Zellen mit Eindeckmedium und einem Deckgläschen luftblasenfrei 
bedeckt. 
4.5.5  Auswertung der γ-H2AX- und 53BP1-positiven Foci 
 
Bei der mikroskopischen Auswertung des Foci Assays wurde die Anzahl der γ-H2AX- 
und 53BP1-positiven Foci pro Zellkern mit dem Auge bei 40-facher Vergrößerung 
ausgezählt. Von mindestens 50 Zellkernen wurde die mittlere Anzahl der Foci pro Zelle 
berechnet (Eke et al., 2007). Die Ergebnisse des Foci Assays sind als 
Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen (n = 3) dargestellt. 
4.6  siRNA-Transfektion 
 
Mit Hilfe der RNA-Interferenz ist es möglich die Expression ausgewählter Gene 
spezifisch zu hemmen (Elbashir et al., 2001; Kim et al., 2005). In dieser Arbeit wurde die 
Expression von drei ausgewählten Histondeacetylasen (HDAC 1, 2 und 4) durch die 
Verwendung synthetisch hergestellter small-interfering RNA (siRNA) herunter reguliert. 
Für die siRNA-Transfektion wurden 1 x 105 Zellen in 2 ml Komplettmedium pro 
Vertiefung einer 6er-Platte ausgebracht (Cordes et al., 2006; Hehlgans et al., 2009a). Im 
ersten Schritt wurden in einem sterilen 1,5 ml-Reaktionsgefäß die spezifischen siRNAs 
gegen HDAC 1, HDAC 2, HDAC 4 sowie eine entsprechende Kontroll siRNA (Verdünnung 
A) und in einem anderen das Transfektionsreagenz Oligofektamin mit dem Serum-
reduzierten Medium OptiMEM (Verdünnung B) verdünnt (siehe Tabelle 4-3).  
 
Tabelle 4-3: Reaktionsansatz für siRNA-Transfektion. Verwendet wurden siRNAs gegen die 
Histondeacetylasen (HDAC) 1, 2 und 4 alleine sowie in allen möglichen Zweifach- und Dreifach-
Kombinationen sowie eine Kontroll siRNA. Oligof, Oligofektamin. 
    Verdünnung A Verdünnung B 
Nr. siRNA csiRNA Endkonz. siRNA OptiMEM Oligof OptiMEM 
1 Kontrolle 20 µM 20 nM 1,0 µl 184,0 µl 4 µl 11 µl 
2 HDAC 1 20 µM 20 nM 1,0 µl 184,0 µl 4 µl 11 µl 
3 HDAC 2 20 µM 20 nM 1,0 µl 184,0 µl 4 µl 11 µl 
4 HDAC 4 20 µM 20 nM 1,0 µl 184,0 µl 4 µl 11 µl 
5 Kontrolle 20 µM 40 nM 2,0 µl 183,0 µl 4 µl 11 µl 
6 HDAC 1+2 20 µM 2 x 20 nM 2 x 1,0 µl 183,0 µl 4 µl 11 µl 
7 HDAC 1+4 20 µM 2 x 20 nM 2 x 1,0 µl 183,0 µl 4 µl 11 µl 
8 HDAC 2+4 20 µM 2 x 20 nM 2 x 1,0 µl 183,0 µl 4 µl 11 µl 
9 Kontrolle 20 µM 60 nM 3,0 µl 182,0 µl 4 µl 11 µl 
10 HDAC 1+2+4 20 µM 3 x 20 nM 3 x 1,0 µl 182,0 µl 4 µl 11 µl 
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Nach einer 10-minütigen Inkubationszeit bei RT wurden die siRNA-Verdünnungen (A) 
zu den Verdünnungen mit Oligofektamin (B) pipettiert. Der Transfektionsansatz wurde für 
weitere 20 min bei RT inkubiert. Währenddessen wurden die Zellen einmal mit OptiMEM 
gewaschen und mit 800 µl OptiMEM pro Vertiefung äquilibriert. Danach erfolgte die 
Transfektion indem zu den Zellen jeweils 200 µl Transfektionsansatz pipettiert wurden. 
Nach 8-stündiger Inkubation unter Standardzellkulturbedingungen erfolgte die Gabe von 
1 ml OptiMEM mit 20 % FCS und 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet 
und für die entsprechenden Versuche in 2D und 3D ausgesät. 
4.7  Behandlung der Zellen mit Inhibitoren 
4.7.1  Behandlung mit Panobinostat 
 
Um die HDAC-Aktivität zu hemmen wurde der Inhibitor Panobinostat (LBH589, 
Novartis Pharma AG, CH) eingesetzt. LBH589 gehört zur Gruppe der Hydroxaminsäuren 
(Abbildung 4-4) und inhibiert alle HDAC der Klasse I und II (Geng et al., 2006). 
Für die LBH589-Behandlung wurden die Zellen zunächst ausgesät und nach 24 h mit 
verschiedenen Konzentrationen (10, 25 oder 50 nM LBH589) des Inhibitors oder der 
Kontrollsubstanz DMSO für 1 h bzw. 24 h unter Standardzellkulturbedingungen inkubiert. 
Dazu wurde bei 2D Versuchen der Zellkulturüberstand abgenommen und die LBH589- 
bzw. DMSO-Verdünnung (1:1000, in Komplettmedium) zugegeben. Bei 3D Ansätzen 
musste bei der Herstellung der Verdünnungen das Volumen der 3D Matrix berücksichtig 
werden. Im 3D Koloniebildungsassay (96er-Platte) wurden deshalb 2,5 µl einer 1:10 
Verdünnung in Komplettmedium pro Vertiefung (Gesamtvolumen 250 µl) ins Medium 
gegeben. Bei der Behandlung von Zellen im Foci Assay oder für Proteinlysate in 3D 
(24er-Platte) wurde die auspolymerisierte 3D Matrix (Gesamtvolumen 1,8 ml) erst am Tag 
der Behandlung mit 500 µl einer 1:278 Verdünnung überschichtet.  
 
Abbildung 4-4: Strukturformel des Histondeacetylase-Inhibitors Panobinostat (C21H23N3O2). 
 
Bei der Kombination des Inhibitors mit Bestrahlung erfolgte 4 h nach Bestrahlung ein 
Mediumwechsel. Dazu wurden die 2D Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 
frischem Komplettmedium behandelt. In 3D wurde dreimal im Abstand von einer Stunde 
vorsichtig der Zellkulturüberstand entfernt und frisches Medium zugegeben. Im 3D 
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Koloniebildungsassay erfolgte diese Behandlung noch ein viertes Mal 24 h nach der 
Bestrahlung, da diese Zellen über insgesamt acht Tage kultiviert wurden. 
4.7.2  Behandlung mit Cytochalasin D 
 
Bei der Substanz Cytochalasin D (CytoD) (Abbildung 4-5) handelt es sich um ein Toxin 
des Pilzes Zygosporium mansonii, welches die Aktin-Polymerisation hemmt und damit die 
Zellmorphologie beeinflusst (Casella et al., 1981; Le Beyec et al., 2007). 
Für die CytoD-Behandlung unter 2D Wachstumsbedingungen wurden die Zellen auf 
EZM-beschichteten Zellkulturgefäßen ausgesät und nach 24 h mit 2,5 µg/ml CytoD oder 
der Kontrollsubstanz DMSO behandelt. Nach 24 h erfolgte nach zweimaligem Waschen 
mit PBS ein Mediumwechsel. Nach 24-stündiger Inkubationszeit wurde dadurch die 
Wirkung von CytoD wieder aufgehoben.  
 
Abbildung 4-5: Strukturformel von Cytochalasin D (C30H37NO6). 
4.7.3  Behandlung mit Deferoxamin 
 
Zur Untersuchung der 2D und 3D Zellkulturmodelle hinsichtlich hypoxischer 
Wachstumsbedingungen wurde die Proteinexpression des Hypoxie-induzierten Faktors 
(HIF)-1α mittels Western Blot analysiert. Unter Normoxie wird HIF-1α an spezifischen 
Prolylresten hydroxyliert und damit dem proteosomalen Abbau zugeführt. Diese Reaktion 
wird von eisenabhängigen Prolylhydroxylasen vermittelt (Oehme et al., 2002). 
Die Verwendung des Eisenchelatorkomplexes Deferoxamin (DFO) (Abbildung 4-6) 
ermöglicht durch Bindung des Eisens die Inhibierung der Prolylhydroxylasen und damit 
die Akkumulation von HIF-1α unter normoxischen Wachstumsbedingungen (Schilling et 
al., 2007). DFO wurde in dieser Arbeit als Positivkontrolle für die HIF-1α-Expression 
verwendet.  
 
Abbildung 4-6: Strukturformel von Deferoxamin (C25H48N6O8  CH4O3S). 
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Für die Untersuchung der HIF-1α-Expression wurden die Zellen unter 2D 
Wachstumsbedingungen ausgesät und nach 24 h mit 50 µM DFO behandelt. 
Anschließend wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die entsprechende Menge 
einer 1:1000 Verdünnung in Medium zugegeben. Nach einer 24-stündigen Inkubation 
erfolgte die Proteinextraktion. 
4.8 Zellzyklusanalyse 
 
Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Einbau des Nukleotidanalogons 
Bromdesoxyuridin (BrdU) während der DNA-Synthesephase des Zellzykluses. Die 
Markierung der BrdU-haltigen DNA mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikörper und Gegenfärbung der Gesamt-DNA mit Propidiumiodid (PI) 
ermöglicht die Differenzierung zwischen den Zellzyklusphasen G1, S und G2/M (Cordes 
et al., 2006; Eke et al., 2007). Die quantitative Analyse erfolgte mit dem 
Durchflußzytometer. 
4.8.1  Vorbereitung der Zellen und Behandlung mit BrdU in 2D 
 
Für die Zellzyklusanalyse in 2D wurden die Zellen entsprechend den Zellzahlen in 
Tabelle 4-4 in T-75-Zellkulturflaschen ausgebracht. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
dem Aussäen (1, 2, 3 oder 5 d) bzw. nach Bestrahlung mit 6 Gy (0, 3, 6, 12, 24 oder 48 h) 
erfolgte die Behandlung mit 10 µM BrdU für 10 min bei 37 °C. Danach wurden die Zellen 
zweimal mit 4 °C kaltem PBS gewaschen und trypsiniert. Die Einzelzellsuspension wurde 
bei 150 xg, 4 °C, 3 min zentrifugiert, anschließend tropfenweise mit 1 ml -20 °C kaltem 
80 % Ethanol fixiert und bei -20 °C über Nacht gelagert. 
 
Tabelle 4-4: Verwendete Zellzahlen für die Zellzyklusanalyse in 2D. Entsprechend den 
Versuchsbedingungen (ohne Bestrahlung, Bestrahlung mit 0 oder 6 Gy nach 24 h oder 120 h) wurden 




Bestrahlung nach 24 h 
Zellzyklusverteilung mit 
Bestrahlung nach 120 h 
Zeit [d] Zellzahl Zeit [h] Zellzahl Zeit [h] Zellzahl 
1 2 x 106 0 2 x 106 0 5 x 105 
2 2 x 106 3 2 x 106 6 5 x 105 
3 1 x 106 6 2 x 106 12 5 x 105 
5 5 x 105 12 1,5 x 106 24 5 x 105 
  24 1 x 106   
  48 1 x 106   
Material and Methoden 
 
 39 
4.8.2  Vorbereitung der Zellen und Behandlung mit BrdU in 3D 
 
Die Untersuchung der Zellzyklusverteilung unter 3D Wachstumsbedingungen erfolgte 
in 24er-Platten. Pro Vertiefung wurden 5 x 105 Zellen in 1 ml Komplettmedium mit 
0,5 mg/ml EZM-Endkonzentration ausgebracht. Die Behandlung mit 10 µM BrdU erfolgte 
für 30 min bei 37 °C zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Aussäen (1, 2, 3 oder 5 d) 
bzw. nach Bestrahlung mit 6 Gy (0, 3, 6, 12, 24 oder 48 h). Anschließend wurde das Zell-
EZM-Gemisch in 6 ml 4 °C kaltes PBS/EDTA überführt und für 20 min auf Eis inkubiert. 
Der Ansatz wurde während dieser Inkubation mehrmals kräftig geschüttelt. Danach 
wurden die Zellen bei 200 xg, 4 °C, 5 min zentrifugiert und mit 1 ml Trypsin bei 37 °C 
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1 ml Komplettmedium abgestoppt und die Zellen bei 
150 xg, 4 °C, 3 min zentrifugiert. Die Einzelzellsuspension wurde anschließend 
tropfenweise mit 1 ml -20 °C kaltem 80 % Ethanol fixiert und bei -20 °C über Nacht 
gelagert. 
4.8.3  Kernextraktion und Immunfluoreszenzfärbung 
 
Im ersten Schritt wurden die fixierten 2D und 3D Zellen bei 150 xg, 4 °C, 8 min 
zentrifugiert und das Zellpellet mit 2 ml RNase-Lösung aufgelockert (Cordes et al., 2006). 
Nach einer 10-minütigen Inkubation im Schüttelinkubator bei 37 °C wurden die Zellen 
erneut zentrifugiert. Anschließend wurden 2 ml 4 °C kalter Pepsin-Lösung zugegeben und 
die Zellen im Schüttelinkubator für 10 min bei 37 °C und danach für 5 min auf Eis 
inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml 4 °C kaltem PBS wurden die Zellen zentrifugiert und für 
10 min mit 2 ml 2 N HCl behandelt. Die Zellkerne wurden mit 3 ml 4 °C kaltem PBS 
gewaschen und zentrifugiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 4 ml PBS und 
4 ml PBSA. Danach wurden die Kerne mit 200 µl Antikörperlösung gegen BrdU für 30 min 
bei RT inkubiert. Nachdem die Zellkerne einmal mit PBS gewaschen wurden, erfolgte die 
Inkubation mit 200 µl Antikörperlösung gegen IgG-FITC für 30 min bei RT im Dunklen. 
Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS folgte die Inkubation mit 1 ml PI-Lösung für 
1 h bei RT im Dunklen und anschließend die durchflusszytometrische Analyse. 
4.8.4  Auswertung der Zellzyklusanalyse 
 
Die Messung der isolierten und gefärbten Zellkerne erfolgte durchflusszytometrisch 
(Cordes et al., 2006). Folgende Parameter wurden dabei berücksichtigt: Kerngröße 
(Forward Scatter, FSC), Kerndichte (Side Scatter, SSC), Fluoreszenzintensität FL1 (BrdU-
FITC) und FL3 (Propidiumiodid). 
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Wie in Abbildung 4-7 exemplarisch zu sehen ist, wurden die Ergebnisse von 5 x 104 
gemessenen Ereignissen als Histogramm (A) oder Dot Blot (B) Darstellung angezeigt. Für 
die Auswertung der Zellzyklusverteilung wurden entsprechende Bereiche der Dot Blot 
Darstellung definiert und der prozentuale Anteil der G1-, S-, und G2/M-Phase bezogen 
auf die Gesamtereignisse berechnet. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen 
Analyse sind als Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen 






































Abbildung 4-7: Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse. (A) Das Histogramm gibt die Anzahl 
der gezählten Ereignisse in Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität von Prodidiumiodid (PI) an. 
Unterscheidung zwischen G1- und G2/M-Phase (Pfeile). (B) Die Dot Blot Darstellung gibt den Anteil an 
BrdU-FITC-positiven Zellkernen in Abhängigkeit von PI an. Bei der Auswertung wurden für G1-, S- und 
G2/M-Phase entsprechende Bereiche definiert und der prozentuale Anteil im Verhältnis zu den 
Gesamtereignissen berechnet. 
4.9   Proteinbiochemische Methoden 
4.9.1  Proteinextraktion 
 
Für die Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen in 2D auf 10 cm-
Zellkulturschalen ausplattiert (Hehlgans et al., 2008). Pro Schale wurden entsprechend 
den Versuchsbedingungen die in Tabelle 4-5 angegebenen Zellzahlen in 10 ml 
Komplettmedium ausgebracht. Unter 3D Zellkulturbedingungen wurden 1 x 106 Zellen pro 
Vertiefung einer 24er-Platten eingesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem 
Ausbringen (1, 2, 3 oder 5 Tage) bzw. nach Bestrahlung (0, 0,25, 0,5, 1, 3 oder 
24 Stunden) erfolgte die Proteinextraktion. 
Das Ernten der Proteinlysate erfolgte auf Eis. Nach dem Absaugen des 
Zellkulturüberstandes wurden die 2D Zellen mit 5 ml 4 °C kaltem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden 200 µl modifizierter RIPA-Lysepuffer zugegeben, die Zellen mit 
einem Zellschaber zügig von der Schale gelöst und das Proteinlysat in ein vorgekühltes 
1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Im Gegensatz dazu wurden bei 3D Zellen 700 µl EZM-
Überstand abgesaugt und 100 µl modifizierter RIPA-Lysepuffer zugegeben. Anschließend 
wurde das Zell-EZM-Gemisch ebenfalls in ein vorgekühltes 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
überführt. Nach einer 30-minütigen Inkubation auf Eis wurde das Gesamtproteinlysat 
fünfmal mit einer Insulinspritze auf- und abgezogen. Nach weiteren 30 min auf Eis erfolgte 
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die Zentrifugation 20 min bei 16.000 xg und 4 °C. Der Überstand mit den Proteinen wurde 
in ein weiteres vorgekühltes 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C gelagert. 
 
Tabelle 4-5: Verwendete Zellzahlen für die Herstellung von Proteinlysaten in 2D. Entsprechend den 
Versuchsbedingungen (ohne Bestrahlung, Bestrahlung mit 0 oder 6 Gy nach 24 h oder 120 h) wurden 




Bestrahlung nach 24 h 
Proteinlysate mit 










1 2 x 106 0 2 x 106 0 5 x 105 
2 1,6 x 106 0,25 2 x 106 0,25 5 x 105 
3 1 x 106 0,5 2 x 106 0,5 5 x 105 
5 5 x 105 1 1,5 x 106 1 5 x 105 
  3 1 x 106   
  24 1 x 106   
 
4.9.2  Proteinbestimmung nach LOWRY 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in 96er-Platten mit Hilfe des BCA 
Protein Assay Kits (Hehlgans et al., 2008). Dazu wurden die Proteinlysate im Verhältnis 
1:10, sowie eine Standardreihe von 0,0 µg/µl bis 2,0 µg/µl BSA in RIPA-Lösung verdünnt. 
Das BCA Reagenz wurde entsprechend der Herstellerangaben angesetzt und zu den 
Proben pipettiert. Nach einer 30-minütigen Inkubationszeit bei 37 °C, erfolgte die 
Absorptionsmessung mit dem Microplate-Reader und der entsprechenden Magellan 5.0 

























Konzentration [µg/µl]  
Abbildung 4-8: Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Standardreihe mit definierten 
BSA Konzentrationen von 0,025 bis 2,0 µg/µl. 
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4.9.3  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur Auftrennung der Proteine wurden SDS-PAGE Gele mit dem Hoefer Gelsystem und 
1,5 mm Spacern hergestellt (Hehlgans et al., 2008). Pro Gel wurden 40 ml Trenn- und 
10 ml Sammelgel-Lösung benötigt. In Tabelle 4-6 ist deren Zusammensetzung für 
unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen zusammengestellt. Die Lösungen wurden auf 
Eis pipettiert. Nach Zugabe der Komponenten APS und TEMED erfolgt nach gründlichem 
Mischen der Lösung das Gießen des Gels. 
 
Tabelle 4-6: Zusammensetzung für Trenn- und Sammelgel-Lösungen mit unterschiedlicher 













ddH2O 5,4 ddH2O 25,8 17,3 14,6 12,0 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 2,4 3 M Tris/HCl pH 8,8 10,0 10,0 10,0 10,0 
Acrylamid 30 % 1,7 Acrylamid 30 % 2,6 10,7 13,3 16,0 
50 % Glycerol 0,2 50 % Glycerol 0,8 0,8 0,8 0,8 
10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,4 0,4 0,4 0,4 
10 % APS 0,2 10 % APS 0,8* 0,8* 0,8 0,8 
TEMED 0,016 TEMED 0,032* 0,032* 0,032 0,032 
 
Beim Gießen von Gradientengelen wurde eine Gradientengel-Mischkammer 
verwendet. Um ein langsames Auspolymerisieren der Gradientengele zu gewährleisten, 
wurden die Mengen von APS und TEMED halbiert. Für das Gießen des Trenngels wurde 
die Gradientengel-Mischkammer oberhalb der vorgekühlten Gelapparatur platziert. Die 
vordere Kammer wurde mit einer 8 %igen und die hintere mit einer 2 %igen Gellösung 
befüllt. Durch das Öffnen der Mischkammer wurden beide Lösungen unter ständigem 
Rühren vermischt und das Gradientengel aufgebaut.  
Das Trenngel wurde im Anschluss sofort mit Isopropanol überschichtet um eine gerade 
Kante zu erhalten. Nach dem Auspolymersieren des Gels wurde das Isopropanol entfernt 
und das Gel dreimal mit ddH2O gespült. Nach dem Trocknen konnte der Kamm 
eingesteckt und das Sammelgel gegossen werden. Vor dem Befüllen der Geltaschen mit 
dem Proteinlysat wurden diese mit SDS-Laufpuffer gespült. Pro Tasche wurden 75 bis 
100 µg 2D-Lysat bzw. 75 bis 100 µl 3D-Lysat aufgetragen. Die Proteinlysate wurden 
vorher 1:6 mit 6x Auftragspuffer verdünnt und mit RIPA-Lösung auf gleiche Volumina 
aufgefüllt. Anschließend erfolgte die Denaturierung der Proteine für 5 min bei 95 °C und 
450 rpm im Inkubator. Nach dem Abkühlen der Proteinlösung wurden die Taschen der 
Gele befüllt. Als Größenstandard wurde eine Tasche pro Gel mit 7 µl der Benchmark 
Protein Leiter beladen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer fixierten Spannung von 
170 V für vier Stunden oder bei einer fixierten Stromstärke von 25 mA über Nacht. 
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4.9.4  Western Blot Analyse 
 
Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden anschließend mittels Semi Dry 
Western Blot auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen (Hehlgans et al., 2008). Auf der 
Anodenplatte wurden drei Lagen in 1x Blotpuffer getränkte Whatman-Filterpapiere 
aufgelegt. Die ebenfalls befeuchtete Nitrozellulose-Membran wurde auf das Filterpapier 
gelegt. Darauf wurden das Polyacrylamid-Gel und drei weitere befeuchtete Filterpapiere 
gelegt. Luftblasen wurden vorsichtig ausgestrichen und zum Schluss wurde die 
Kathodenplatte aufgelegt. Der Transfer der Proteine erfolgte bei einer Stromstärke von 
0,8 mA pro cm2 Nitrozellulosemembran für vier Stunden.  
Nach dem Blotten wurde die Membran kurz in ddH2O gewaschen und mit PonceauS-
Lösung gefärbt, um die Banden des Größenstandards zu markieren. Die Membran wurde 
dann zugeschnitten, die Streifen anschließend in PBS für 15 min entfärbt und in 5 % 
Milchpulverlösung auf dem Schüttler bei 50 rpm für 60 min inkubiert. Die Membranen 
wurden anschließend in eine dünne Folie eingeschweißt, der in 5 % Milchpulver 
verdünnte primäre Antikörper zugegeben und luftblasenfrei verschweißt. Die 
Antikörperbindung erfolgte über Nacht bei 4°C auf dem Schüttler. Danach wurde die 
Membran viermal für 5 min mit PBST gewaschen, anschließend mit dem in 5 % 
Milchpulver verdünnten sekundären Antikörper erneut eingeschweißt und 1 h bei RT auf 
dem Schüttler inkubiert.  
Nachdem die Membran viermal für 5 min mit PBST und 10 min mit PBS gewaschen 
wurde, erfolgte die Detektion unter Verwendung des ECL Plus Systems oder des Super 
Signal West Dura Extended Systems entsprechend den Herstellerangaben. Die Membran 
wurde für 5 min mit der Detektionslösung inkubiert und danach in eine Plastikfolie gelegt. 
Diese wurde wiederum in einer Detektionskassette befestigt. Die Detektion der 
Lumineszenssignale erfolgte durch das Auflegen und Entwickeln von Röntgenfilmen in 
einer Dunkelkammer. Zur Wiederverwendung der Membran wurde diese in PBS 
gewaschen und erneut mit dem primären Antikörper inkubiert oder bei 4 °C aufbewahrt.  
4.9.5  Auswertung der Proteinexpression 
 
Die densitometrische Auswertung der Röntgenfilme erfolgte mit dem Programm Image 
J 1.37c. Die entwickelten Röntgenfilme wurden hierzu mit einem Scanner eingelesen und 
die Schwärzung der Banden quantitativ ermittelt. Diese Ergebnisse wurden jeweils mit der 
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4.10 Molekularbiologische Methoden 
 
Die Durchführung der molekularbiologischen Arbeiten erfolgte entsprechend den 
Vorschriften nach Sambrook (Sambrook und Russell, 2001) oder den Herstellerangaben 
der verwendeten Kits. 
4.10.1  Polymerasekettenreaktion 
 
Zur Amplifikation des HP1-α Gens (PCR-Produkt 592 bp) wurde folgender 20 µl PCR-
Reaktionsansatz eingesetzt: 2 µl DNA, 12 µl ddH2O, 2 µl 10x Puffer, 1 µl Vorwärts-Primer 
(hHP1-α-N1-fw), 1 µl Rückwärts-Primer (hHP1-α-N1-rev), 0,6 µl MgCl2, 1 µl dNTPs, 0,4 µl 
DNA-Polymerase. Zunächst wurde mit einer Gradienten-PCR die optimale 
Annealingtemperatur (Ta) von 58 °C ermittelt. Die PCR-Reaktion erfolgte entsprechend 
den Temperaturschritten: 4 min 94 °C, 35x (30 s 95 °C, 45 s 58 °C, 45 s 72 °C), 5 min 
72 °C, ∞ 4 °C. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese 
und ist in Abbildung 4-9 exemplarisch dargestellt.  
4.10.2  Agarose-Gelelektrophorese 
 
Zur Auftrennung von PCR-Fragmenten (siehe Abbildung 4-9) oder Plasmid-DNA 
mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden 1,5 %ige Agarose-Gele mit 1x TBE-Puffer und 
0,1 % Ethidiumbromid verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 10x Agarose-Probenpuffer 
gemischt und in die Geltaschen geladen. Bei einer Spannung von 100 V erfolgte die 
Auftrennung der DNA. Die Dokumentation wurde mit dem Bio Imaging System 
durchgeführt. 
4.10.3  Restriktion 
 
Für die Restriktion des HP1-α PCR-Produkts bzw. der Plasmid-DNA pEGFP-N1 






















Abbildung 4-9: Analyse der HP1-α PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Verwendet 
wurden 1,5 %ige Agarose-Gele mit 1x TBE-Puffer und 0,1 % Ethidiumbromid. Als Negativkontrolle 
wurde H2O eingesetzt. 
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Ansatz mit folgender Zusammensetzung: 1 µg DNA, x µl H2O, 2 µl 5x Puffer (1), 0,5 µl 
BamHI, 0,5 µl KpnI, 0,2 µl BSA. Für die stabile Transfektion des hHP1-α-pEGFP-N1-
Plasmids wurde die DNA mit dem Restriktionsenzym AflII linearisiert. Dazu wurde ein 
100 µl Ansatz mit folgender Zusammensetzung verwendet: 10 µg DNA, x µl H2O, 10 µl 5x 
Puffer (2), 5 µl AflII, 1 µl BSA. Die Restriktion erfolgte für mindestens 2 h oder über Nacht 
bei 37 °C im Inkubator. 
4.10.4  Aufreinigung von DNA 
 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA nach der Restriktion wurde 
das NucleoSpin®Plasmid Kit entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. 
4.10.5  Ligation 
 
Nach der Restriktion und Aufreinigung wurde das HP1-α Fragment mit dem 
linearisierten pEGFP-N1-Vektor ligiert. Der 10 µl Ligations-Ansatz setzte sich 
folgendermaßen zusammen: 4 µl H2O, 2 µl 5x Puffer, 2 µl Plasmid-DNA pEGFP-N1, 1 µl 
HP1-α PCR-Produkt, 1 µl T4 DNA Ligase. Die Reaktion erfolgte für mindestens 4 h bei 
14 °C im PCR-Gerät. 
4.10.6  Bakterien 
 
Die molekularbiologischen Arbeiten erfolgten in dem kompetenten E.coli-Stamm 
JM109 (Promega GmbH, Mannheim, D) mit dem Genotyp endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk
–, mk
+), relA1, supE44, ∆(lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZ∆M15]. 
4.10.7  Transformation 
 
Zur Vermehrung der Plasmid-DNA wurden die kompetenten Bakterien mittels 
Hitzeschock transformiert, indem sie zunächst auf Eis aufgetaut, mit 1 µl Plasmid-DNA 
versetzt und nach 30 min auf Eis für 45 s bei 40 °C inkubiert wurden. Anschließend 
wurden die Bakterien sofort für 2 min auf Eis gekühlt und mit 250 µl SOC-Medium 
versetzt. Nach einer 1-stündigen Inkubationszeit bei 37 °C im Schüttler wurden 30 µl der 
transformierten Bakterien auf Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin bzw. 30 µg/ml 
Kanamycin ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C kultiviert. 
4.10.8  Plasmidpräparation 
 
Zur Selektion von positiven Klonen wurden Einzelklone von den Agarplatten in 5 ml LB-
Medium mit Antibiotika bei 37 °C im Schüttelinkubator über Nacht kultiviert. Die 
Plasmidpräparation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben mit dem 
NucleoSpin®Plasmid Kit. Um größere Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, wurden 200 ml 
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LB-Medium mit 1 ml der oben genannten Vorkultur angeimpft und bei 37 °C über Nacht im 
Schüttelinkubator kultiviert. Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit dem 
HiSpeed®Plasmid Midi Kit entsprechend der Angaben des Herstellers. 
4.10.9  Konzentrationsbestimmung 
 




Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von Eurofins MWG Operon Sequencing 
Department (Martinsried, D) durchgeführt. Die Auswertung der DNA-Sequenzen erfolgte 
mit dem Programm Gap4. 
4.10.11 Klonierung des humanen HP1-α Gens 
 
Die verwendeten Methoden zur zielgerichteten Klonierung des humanen HP1-α Gens 















Abbildung 4-10: Vektorkarte des hHP1-α-pEGFP-N1-Plasmids. Zielgerichtet Klonierung der 
kodierenden Sequenz des HP1-α Gens (orange) in den pEGFP-N1-Vektor. 
 
Mittels PCR und unter Verwendung von spezifischen Primern mit integrierten 
Restriktionsschnittstellen wurde das 591 bp große HP1-α Fragment aus dem pOZ-FH-N-
HP1-α Konstrukt amplifiziert und mittels Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (siehe 
Abbildung 4-9). Im nächsten Schritt erfolgte die Restriktion der PCR-Produkte sowie des 
Expressionsvektors pEGFP-N1 mit BamHI und KpnI. Anschließend wurde das HP1-α 
Fragment mit dem linearisierten Vektor ligiert. Daraufhin erfolgten die Sequenzierung des 
hHP1-α-pEGFP-N1-Expressionsvektors (siehe Abbildung 4-10) und die Restriktion mit 
AflII für die stabile Transfektion der A549 Zellen. 
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4.11 Stabile Transfektion 
 
Mittels stabiler Transfektion wurden im Rahmen dieser Arbeit Zellen erzeugt, die den 
hHP1-α-pEGFP-N1-Expressionsvektor bzw. den Leervektor pEGFP-N1 dauerhaft in ihr 
Genom integriert haben. Der Gentransfer erfolgte unter Verwendung von Lipofektamin 
und beruht auf der Bildung von Transportvesikeln, welche die DNA enthalten und mit der 
Zellmembran der Zielzelle verschmelzen. Zur Isolierung von Zellen mit stabil integrierter 
Plasmid-DNA wurde das Antibiotikum Geneticin (G418) eingesetzt (Hehlgans et al., 
2009a; Sambrook und Russell, 2001). 
4.11.1  Herstellung von HP1-α-EGFP-exprimierenden Zellen 
 
Für die stabile Transfektion der A549 Zellen mit dem hHP1-α-pEGFP-N1-
Expressionsvektor bzw. dem Leervektor wurden 24 h vorher 1 x 105 Zellen in 2 ml 
Komplettmedium pro Vertiefung einer 6er-Platte ausgebracht. Die Zellen wurden mit 4 µg 
AflII-linearisierten hHP1-α-pEGFP-N1- bzw. pEGFP-N1-Plasmid transfiziert. Außerdem 
wurde eine Kontrolle mitgeführt, die nur mit Lipofektamin behandelt wurde. Der 
Transfektionsansatz ist in Tabelle 4-7 dargestellt.  
 
Tabelle 4-7: Reaktionsansatz für die stabile Transfektion mit dem Leervektor pEGFP-N1 und dem 
hHP1-α-pEGFP-N1-Expressionsplasmid. 
   Verdünnung A Verdünnung B 
Nr. Plasmid c [µg/µl] 4,0 µg DMEM Lipofekt. DMEM 
1 - - - 250 µl 10 µl 250 µl 
2 pEGFP-N1 0,2413 16,6 µl 250 µl 10 µl 250 µl 
3 hHP1-α-pEGFP-N1 0,1377 29,1 µl 250 µl 10 µl 250 µl 
 
Zunächst wurde in einem sterilen 1,5 ml-Reaktionsgefäß die Plasmid-DNA 
(Verdünnung A) und in einem anderen das Transfektionsreagenz Lipofektamin 
(Verdünnung B) mit Komplettmedium verdünnt und für 5 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde der Ansatz mit der Plasmid-DNA zum Lipofektamin pipettiert und 
vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von 20 min bei RT und einem Mediumwechsel 
wurden 500 µl Transfektionsreagenz zu den Zellen gegeben.  
Nach einer 7-stündigen Inkubationszeit unter Standardzellkulturbedingungen erfolgte 
ein weiterer Mediumwechsel und 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen auf je fünf 
10 cm-Schalen verteilt. Die Zellen der Lipofektamin-Kontrolle wurden auf eine 10 cm-
Schale ausgesät. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen unter Selektionsdruck mit G418 
in einer Konzentration von 1 mg/ml gehalten. Die optimale G418-Konzentration wurde 
bereits in einem früheren Experiment ausgetestet. Die Zellen, die nur mit Lipofektamin 
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behandelt wurden, waren nach neun Tagen abgestorben und die G418-resistenten Zellen 
konnten nach etwa vier Wochen isoliert werden.  
Dazu wurden sterile Klonierungszylinder mit Silikon auf die Klone gesetzt und diese mit 
100 µl Trypsin/EDTA abgelöst. Die Zellen wurden anschließend in 12er-Platten kultiviert, 
zur Überprüfung der Expressionsstärke und der zellulären Lokalisation auf Deckgläschen 
ausgesät und anschließend am LSM analysiert. Da die isolierten Klone weniger als 50 % 
positiv waren, wurden 100 Zellen pro Klon auf je fünf 10 cm-Schalen unter 
Selektionsdruck ausgesät. Nach weiteren vier Wochen wurden die Sub-Klone isoliert und 
analysiert. Die erhaltenen 80-90 % positiven Transfektanten konnten im weiteren Verlauf 
ohne Selektionsdruck kultiviert und für die Herstellung von Proteinlysaten, den Foci 
Assay, sowie die Quantifizierung der HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität eingesetzt 
werden. 
4.11.2  Analyse der HP1-α-EGFP-exprimierenden Zellen 
 
Immunfluoreszenzaufnahmen der HP1-α-EGFP-exprimierenden Zellen sowie der 
Kontrollzellen mit EGFP wurden mit dem LSM gemacht. Dazu wurden in 2D 1 x 105 Zellen 
auf Deckgläsern in 1 ml Komplettmedium und in 3D 2 x 105 Zellen pro Vertiefung einer 
24er-Platte ausgesät und nach 24-stündiger Inkubationszeit mit 1 % Formaldehyd für 
20 min bei RT fixiert. Mit Hilfe der LSM Software erfolgte die Auswertung der mittleren 
Fluoreszenzintensität (n = 15) des HP1-α-EGFP-Fusionsproteins pro Zellkern, indem der 
entsprechende Bereich im Bildausschnitt definiert wurde. Des Weiteren wurde die 
Kolokalisation von HP1-α-EGFP mit γ-H2AX Foci (n = 25) unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen analysiert. 
4.12  Tierversuch 
 
Da bisher nicht bekannt ist, wie die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen in vivo 
von der Chromatinverpackung beeinflusst wird, wurde eine Tierstudie unter Verwendung 
des Nacktmausmodells durchgeführt (Krause et al., 2007). Die Experimente wurden in 
Kooperation mit PD Dr. M. Krause (AG Experimentelle Strahlentherapie und 
Strahlenbiologie von Tumoren, Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische 
Universität Dresden) durchgeführt. Für die Experimente liegt eine Genehmigung des 
Regierungspräsidiums Dresden vor (Aktenzeichen 24D-9168.11-1/2008-38). 
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4.12.1  Tumorzellmodelle 
 
Für den Tierversuch wurde das bereits in vitro untersuchte Tumorzellmodell A549 
verwendet. Die soliden Tumore wurden als Xenografttransplantate auf 
immunsupprimierten Nacktmäusen generiert. Dazu wurden die in flüssigem Stickstoff 
gelagerten Tumore (Kryostock) zunächst aufgetaut und auf den Rücken der Mäuse (Kryo-
I) transplantiert. Da nicht jeder Tumor anwächst und um sehr langsam bzw. sehr schnell 
wachsende Tumoren (Ausreißer) auszuschließen, wurden Tumore mit medianer 
Volumenverdopplungszeit auf weitere Versuchstiere transplantiert (Kryo-II). Nachdem 
wiederum die Ausreißer ausgeschlossen wurden, konnten die verbleibenden Tumore für 
das Experiment eingesetzt werden. 
4.12.2  Tumorkonstanzkontrolle 
 
Die Untersuchung der Tumorkonstanz erfolgte an einem unbehandelten Tumor pro 
Kohorte und umfasste die Kontrolle der Histologie, der Volumenverdopplungszeit (VDT) 
und die elektrophoretische Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH)-Isoenzyme. Im 
Verlauf des Experiments konnte keine Veränderung in der Histologie der Tumoren 
nachgewiesen werden. Die VDT der unbehandelten Tumore entspricht früheren 
Ergebnissen dieses Tumormodells. Das LDH-Isoenzymmuster wurde zur Unterscheidung 
zwischen humanem und murinem Gewebe untersucht und ist in Abbildung 4-11 
dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem untersuchten Tumor (#201) 









































Abbildung 4-11: Laktatdehydrogenase-Isoenzymmuster des unbehandelten A549 Tumors aus 
Kryo-II #201. Als Positivkontrolle dienten Mausmuskel und humane Erythrozyten. 





Für die Untersuchungen wurden 7 bis 14 Wochen alte NMRI (nu/nu) Mäuse aus 
spezifisch pathogenfreier Zucht des Experimentellen Zentrums, Universitätsklinikum Carl 
Gustav Carus, Dresden verwendet. Bei einer Temperatur von 25 °C wurden bis zu zehn 
Tiere in Typ-III Plastikkäfigen unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten. Ein 
12-stündiger Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch künstliche Beleuchtung gewährleistet. Die 
Tiere erhielten eine Sniff-Standarddiät und sterilgefiltertes Leitungswasser ad libitum. 
Die Experimentier-, Zucht- und Haltungsräume wurden regelmäßigen 
veterinärmedizinischen (Dr. R. Jung, Dr. K. Speckl, Experimentelles Zentrum, 
Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden) und 
mikrobiologischen Kontrollen (Dr. L. Jatzwauk, Abteilung für Krankenhaushygiene, 
Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden) unterzogen. 
4.12.4  Ganzkörperbestrahlung 
 
Die Versuchstiere erhielten einen Tag vor der Tumortransplantation eine 
Ganzkörperbestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy, um das noch vorhandene residuelle 
Immunsystem zu unterdrücken. Dazu wurden zehn Tiere ohne Narkose in einer 
entsprechenden Vorrichtung immobilisiert und bei einer Feldgröße von 24x19 cm 
bestrahlt. In den folgenden zehn Tagen erhielten die Tiere eine Infektionsprophylaxe mit 
0,04 mg/ml Ofloxacin (Tarivid) in sterilgefiltertem Leitungswasser. 
4.12.5  Transplantation 
 
Der zu transplantierende Tumor wurde sofort nach der Entnahme in steriles PBS 
überführt und in 1x1 mm große Stücke geschnitten. Die Anästhesie der Versuchstiere 
erfolgte mittels Injektion von 16 mg/kg Körpergewicht Xylazin und 120 mg/kg 
Körpergewicht Ketamin. Nach dem Sterilisieren des rechten Hinterbeins mit Cutasept F 
wurde die Haut mit einer sterilen Schere eingeschnitten und ein ca. 1,5 cm langer 
subkutaner Tunnel präpariert. Das Tumorstück konnte anschließend mit einer sterilen 
Pinzette transplantiert werden. Die Inzisionswunde heilte ohne Naht innerhalb weniger 
Tage komplikationslos ab.  
4.12.6  Bestimmung der Tumorvolumina 
 
Der Tumordurchmesser wurde zweimal pro Woche ermittelt. Dazu wurde das Tier mit 
der Hand immobilisiert und der längste (a) sowie der darauf senkrecht stehende (b) 
Durchmesser mit dem Messschieber bestimmt.  
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Die Berechnung des Tumorvolumens erfolgte entsprechend der Formel (4.5) für ein 
Rotationsellipsoid. 










π  (4.5) 
   
4.12.7  Behandlung mit Pimonidazol in vivo 
 
Bei einer Tumorgröße von 7x7 mm wurde den Tieren 1 h vor der lokalen 
Tumorbestrahlung 0,1 mg/g Körpergewicht Pimonidazol (10 µl/g) intraperitoneal injiziert.  
4.12.8  Lokale Tumorbestrahlung 
 
Nach der Injektion von Pimonidazol erfolgte die Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 
4 Gy unter normalen Blutflussbedingungen, indem die Tiere in einem Plastikgefäß 
immobilisiert und das tumortragende Bein mit einer bleiummantelten Klemme ausgesteckt 
fixiert wurde. Der Rest des Körpers wurde ebenfalls durch eine Bleiabdeckung geschützt. 
Im Anschluss an die Bestrahlung wurden die Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten (30 min 
und 24 h) durch Genickbruch getötet und die Tumoren für immunhistologische Färbungen 
entnommen. Als Vergleichsgruppe wurden unbestrahlte Tumoren 25 h nach der Injektion 
von Pimonidazol exzidiert. Die Tumoren wurden unmittelbar nach der Entnahme halbiert 
und je eine Hälfte in flüssigem Stickstoff und anschließend bei -80 °C gelagert bzw. in 
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. 
4.13  Histologische Methoden 
4.13.1 Vorbehandlung der Paraffinpräparate 
 
Die Paraffinpräparate wurden vor der Färbung entparaffinisiert, indem die Objektträger 
dreimal für 10 min in Xylol inkubiert wurden. Anschließend erfolgte die Rehydrierung mit 
einer absteigenden Alkoholreihe für jeweils 3 min in 2x 100 %, 90 %, 80 %, 70 % und 
40 % Ethanol und danach 1 min in PBS. Die Präparate wurden nun für 15 min und 
danach 10 min mit Gebrauchslösung in der Mikrowelle auf 100 °C erhitzt und im 
Anschluss im Eisbad abgekühlt. Nach dem Abkühlen wurden die Objektträger mit 
Papiertüchern vorsichtig getrocknet und die Präparate mit einem Fettstift (Dako Pen) 
umrandet. 
4.13.2  Histologische Färbung an Paraffinpräparaten 
 
Zur Übersichtsfärbung der Tumore wurde die Hämatoxylin-Eosin Färbung (H&E) 
verwendet, wobei Zellkerne (Hämatoxylin) sowie Zytoplasma, Kollagen, Keratin und 
Erythrozyten (Eosin G) sichtbar gemacht werden. Im Anschluss an die Entparaffinierung 
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erfolgte eine 3-minütige Inkubation mit Hämalaun-Lösung nach Mayer, die danach für 5-
10 min unter fließendem Wasser abgespült wurde. Die Objektträger wurden dann für 
3 min in 1 %iger Eosin-Lösung inkubiert. Für die folgende Dehydrierung wurden die 
Präparate je dreimal in 70 %, 80 % und 90 % Isopropanol getaucht, zweimal 3 min in 
100 % Isopropanol und anschließend für 3 min in Xylol inkubiert. Abschließend wurden 
die Präparate mit Xylol-löslichem Cytoseal Mounting Medium im feuchten Zustand 
eingedeckt. 
4.13.3  Immunfluoreszenzfärbungen an Paraffinpräparaten 
 
Für die Immunfluoreszenzfärbungen der Paraffinpräparate wurde das Tyramide Signal 
Amplification KitTM nach den Herstellerangaben verwendet. Es wurden Färbungen mit 
spezifischen Antikörpern gegen γ-H2AX und HP1-α bzw. Pimonidazol durchgeführt. 
4.13.4  Analyse der Fluoreszenzaufnahmen in A549 Tumoren 
 
Zur Analyse der A549 Tumore wurden mit dem inversen Mikroskop Zeiss Observer.Z1 
Übersichtsaufnahmen und mit dem LSM Detailaufnahmen der Fluoreszenzfärbungen 
gemacht. Mit Hilfe der LSM Software erfolgte die Auswertung der mittleren Zellkernfläche 
und der mittleren HP1-α Fluoreszenzintensität pro Zellkern. Des Weiteren wurde die 
Anzahl an γ-H2AX Foci pro Zelle sowie die Kolokalisation mit HP1-α (n = 50) in 
oxygenierten, Pimonidazol-negativen Bereichen des Tumors analysiert. Die Ergebnisse 
sind als Mittelwert ± Standardabweichung von jeweils fünf Versuchstieren pro Gruppe 
(0 Gy, 4 Gy 30 min und 24 h) dargestellt. 
4.14  Statistische Datenanalyse 
 
Alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse repräsentieren den 
Mittelwert ± Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Experimenten (n = 3). 
Die statistische Signifikanz der Daten wurde mit Microsoft Excel 2003 und dem Student´s 
T-Test ermittelt. Bei einem p-Wert kleiner 0,05 wurden die Ergebnisse als statistisch 
signifikant (* p < 0,05) und kleiner 0,01 als hoch signifikant (** p < 0,01) betrachtet. Die 





5.1 Charakterisierung der verwendeten 2D und 3D 
Zellkulturmodelle 
5.1.1 Zellmorphologie und Zytoskelettarchitektur 
 
Unter 2D Wachstumsbedingungen verlieren Zellen ihre typischen morphologischen 
und funktionellen Eigenschaften. Dreidimensionales Zellwachstum in einer EZM spiegelt 
hingegen das Wachstum von Zellen in einem Gewebe unter physiologischeren 
Wachstumsbedingungen wider (Bissell et al., 1999; Pampaloni et al., 2007).  
In dieser Arbeit wurden Tumorzellen in einer 3D lamininreichen EZM untersucht und 
mit der 2D Monolayer-Zellkultur auf einer EZM verglichen. In Abbildung 5-1 ist die 
Morphologie der humanen Bronchialkarzinomzelllinie A549 unter 2D und 3D 
Zellkulturbedingungen schematisch und als mikroskopische Aufnahme dargestellt. 
Während die Zellen in 2D ausgebreitet wachsen, ist der Zellkörper unter 3D 
Wachstumsbedingungen abgerundet und deutlich kleiner. Dieser morphologische 
Unterschied spiegelt sich auch in der Organisation des Zytoskeletts wider. Einen 
wesentlichen Bestandteil des Zytoskeletts stellen Aktinfilamente (f-Aktin) dar, die den 
gesamten Zellkörper durchziehen. Die Fluoreszenzfärbungen verdeutlichen die 
unterschiedliche Anordnung des f-Aktins unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen 
(Abbildung 5-1).  
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Abbildung 5-1: Zellmorphologie von A549 Zellen. (A) Schematische Darstellung, (B) 
durchlichtmikroskopische Bilder sowie (C) Fluoreszenzaufnahmen von f-Aktin (rot) und DNA (DAPI, blau) 





5.1.2 Zellkerngröße unter verschiedenen Wachstumsbedingungen 
 
Aufgrund der Interaktion zwischen EZM, Zytoskelett und nukleärer Matrix (Xu et al., 
2009a), wurde im Folgenden untersucht, ob sich die Veränderungen von Zellmorphologie 
und Zytoskelettarchitektur unter 3D Wachstumsbedingungen auch auf die Zellkerngröße 
auswirken. Abbildung 5-2 zeigt den Größenunterschied von A549 Zellkernen in 2D und 






Abbildung 5-2: Zellkerngröße unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. (A) Schematische 
Darstellung der Zellkernmorphologie und (B) Fluoreszenzaufnahmen fixierter DAPI-gefärbter A549 
Zellkerne (DNA, blau). 
 
Zur Quantifizierung der Zellkerngröße wurden die Durchmesser (d1, d2, d3) der Kerne 
vermessen und anschließend die Kernfläche und das Kernvolumen berechnet (Tabelle 
5-1). Im Gegensatz zu 2D sind die Zellkerndurchmesser d1 und d2 sowie die Kernfläche A 
und das Kernvolumen V in 3D signifikant (p < 0,01) geringer. 
 
Tabelle 5-1: Parameter der Zellkerne unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. Vermessung der 
Durchmesser d1, d2 und d3 sowie Berechnung von Kernfläche (A) und -volumen (V). Die Ergebnisse sind 
als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben (n = 15). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem 




MW STABW MW STABW 
d1 [µm] 17,05 2,02 10,89 1,44 p < 0,01 
d2 [µm] 11,05 1,90 9,09 1,25 p < 0,01 
d3 [µm] 9,16 2,21 9,05 1,85 n.s. 
A [µm2] 156,93 37,00 79,54 19,39 p < 0,01 





5.1.3 Einfluss der Zellmorphologie auf die Chromatindichte 
 
Die Zellmorphologie beeinflusst außerdem die Chromatinkondensation (Le Beyec et 
al., 2007). Im Hinblick auf die geringere Zellkerngröße unter 3D Wachstumsbedingungen 
im Vergleich zu 2D wurde im nächsten Schritt untersucht, inwieweit sich diese 
Unterschiede auf die Verpackung des Chromatins auswirken. Hierzu wurde neben der 
A549 Zelllinie die humane Plattenepithelkarzinomzelllinie UTSCC-15 für die 
Untersuchungen herangezogen.  
Zur Charakterisierung der Chromatindichte wurde die Histon H3-Acetylierung als 
Marker für dekondensiertes Chromatin und die Expression des Heterochromatinproteins 
(HP) 1-α als Marker für kondensiertes Chromatin analysiert. Wie in Abbildung 5-3 
dargestellt, ist die Histon H3-Acetylierung nur in A549 in 3D im Vergleich zu 2D signifikant 
(p < 0,01) geringer, wobei sich die Expression von HP1-α in beiden Zelllinien unter 3D 















































































Abbildung 5-3: Histon H3-Acetylierung und Expression von HP1-α. (A) A549 und UTSCC-15 Zellen 
wurden auf 2D bzw. in 3D EZM kultiviert, lysiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der 
Expression der angegebenen Proteine analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung 
(n = 3) der densitometrischen Auswertung (B) der Histon H3-Acetylierung sowie (C) der HP1-α-
Expression. Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der 
Proteinexpression zwischen 3D versus 2D. n.s., nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01. 
 
Im Folgenden wurde untersucht, ob die Unterschiede in der Chromatindichte durch die 
Veränderung der Zellmorphologie vermittelt werden. Hierzu wurden A549 Zellen unter 2D 
Wachstumsbedingungen mit Cytochalasin D (CytoD), einem Inhibitor der f-Aktin-




Die Wirkung von CytoD ist reversibel und kann durch Auswaschen der Substanz 
aufgehoben werden (-CytoD).  
Die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen sowie der Western Blot Analyse 
sind in Abbildung 5-4 gezeigt. Mikroskopisch erkennt man, dass sich die Zellen durch die 
CytoD-Behandlung (+CytoD) abrunden und nach dessen Entfernen wieder ausbreiten. 
Parallel hierzu zeigen die Fluoreszenzfärbungen, dass nach Behandlung +CytoD im 


























































































































Abbildung 5-4: Behandlung mit Cytochalasin D beeinflusst Zellmorphologie und 
Chromatinstruktur. Die Behandlung von A549 Zellen mit 2,5 µg/ml CytoD (+CytoD) oder der 
Kontrollsubstanz DMSO erfolgte für 24 h auf 2D EZM. Danach wurde der Inhibitor entfernt (-CytoD) und 
die Zellen für weitere 24 h kultiviert. (A) Lichtmikroskopische Aufnahmen und (B) Bilder der 
Immunfluoreszenzfärbung von f-Aktin (rot) und DNA (DAPI, blau). (C) Western Blot Analyse und (D) 
densitometrische Auswertung der Histon H3-Acetylierung und der HP1-α-Expression. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Auswertung mittels Student´s T-Test 
vergleicht die relative Änderung der Proteinexpression bezogen auf DMSO. n.s., nicht signifikant; 
** p < 0,01. 
 
Mittels Western Blot Analyse konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich die 
veränderte Zellmorphologie durch CytoD auf das Chromatin auswirkt. Während die 
Behandlung mit CytoD im Vergleich zu DMSO die Histon H3-Acetylierung nicht 
beeinflusst, konnte eine signifikante (p < 0,01) 1,4-fache Erhöhung der HP1-α-Expression 
nachgewiesen werden (Abbildung 5-4). Entsprechend dem reversiblen Effekt des 
Inhibitors auf Zellmorphologie und Zytoskelettarchitektur normalisiert sich die HP1-α 




durch Veränderung der Zellmorphologie zu einer deutlichen Modulation spezifischer 
Chromatinmarker kommt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im nächsten Schritt 
untersucht, inwieweit die Chromatindichte unter 3D Wachstumsbedingungen die 
Strahlenempfindlichkeit der Zellen im Vergleich zu 2D beeinflusst.  
5.2 Untersuchung der zellulären Strahlenempfindlichkeit 
5.2.1 Dosimetrie 
 
Zum Ausschluss von Zellkulturmodell-bedingten Einflüssen auf die Dosisverteilung im 
Bestrahlungsfeld wurde in Kooperation mit Dipl. Phys. C. Richter (OncoRay - Zentrum für 
Medizinische Strahlenforschung in der Onkologie, AG Laser-Radioonkologie, 
Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden) für die in 
dieser Arbeit angewendeten Methoden eine Strahlendosimetrie durchgeführt.  
Die ausführliche Versuchsdurchführung ist im Anhang (Kapitel 8.1) dargestellt und 
zeigt, dass es im Hinblick auf die Dosisleistung D&  lediglich Zellkulturmodell-abhängige 
Unterschiede von ≤ 1 % gibt (Tabelle 8-2) und die Bestrahlungsbedingungen in 2D und 
3D somit vergleichbar sind. 
5.2.2 Klonogenes Zellüberleben nach Bestrahlung 
 
Unter Berücksichtigung vergleichbarer Bestrahlungsmodalitäten unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen wurde im nächsten Schritt das klonogene Zellüberleben nach 
Exposition mit Röntgenstrahlung (200 kV, 20 mA, ~1,32 Gy/min) analysiert. Die 
Ergebnisse sind als Zellüberlebenskurven in Abbildung 5-5 dargestellt und zeigen für 
beide Zelllinien dosisabhängig ein signifikant (p < 0,05) höheres Überleben unter 3D 
Wachstumsbedingungen im Vergleich zu 2D. 










































Abbildung 5-5: 3D Wachstumsbedingungen erhöhen das klonogene Überleben von bestrahlten 
A549 und UTSCC-15 Zellen im Vergleich zu 2D. Acht (A549) bzw. neun (UTSCC-15) Tage nach 
Bestrahlung mit 0, 2, 4 oder 6 Gy erfolgte die Auswertung der Koloniebildungsassays. Die Ergebnisse 
zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3) bezogen auf die unbestrahlte Kontrolle. Die 
statistische Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Überlebensfraktion unter 3D versus 2D 





Mit Hilfe des Linear-Quadratischen Modells wurden anschließend die α- und β-Werte 
der Zellüberlebenskurven von A549 und UTSCC-15 Zellen sowie das α/β-Verhältnis 
berechnet (Tabelle 5-2). In beiden Zelllinien sind der α-Wert sowie das α/β-Verhältnis in 
3D deutlich geringer als in 2D. Die β-Werte sind in beiden Zelllinien unabhängig von den 
Wachstumsbedingungen ähnlich. Diese Ergebnisse zeigen, dass Zellen in 3D im 
Vergleich zu 2D insbesondere im niedrigen Dosisbereich bis 6 Gy strahlenresistenter 
gegenüber ionisierender Strahlung sind, was durch eine geringere Anzahl an radiogenen 
DSB (Kapitel 5.2.4) und/oder einer veränderten DSB-Reparaturkinetik (Kapitel 5.2.5) 
erklärt werden könnte. 
 
Tabelle 5-2: Linear-Quadratisches Modell zur mathematischen Beschreibung von 
Zellüberlebenskurven. Darstellung der α- und β-Werte sowie des α/β-Verhältnisses für A549 und 
UTSCC-15 unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. 
Zelllinie Wachstumsbedingungen α-Wert β-Wert α/β-Verhältnis 
A549 
2D EZM 0,4688 0,0159 29,48 Gy 
3D EZM 0,2823 0,0160 17,06 Gy 
UTSCC-15 
2D EZM 0,6482 0,0202 32,09 Gy 
3D EZM 0,4605 0,0194 23,73 Gy 
 
5.2.3 Sauerstoffkonzentration unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen 
 
Nach Ausschluss einer Zellkulturmodell-bedingten Strahlendosismodifikation und im 
Hinblick auf die erhöhte Strahlenresistenz der Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen 
wurde im nächsten Schritt der Einflussfaktor Sauerstoff untersucht. Denn es ist bekannt, 
dass anoxische Zellen strahlenresistenter sind als oxische Zellen (Hall und Giaccia, 
2006). Um zu untersuchen, ob das erhöhte Zellüberleben auf einer geringeren 
Sauerstoffversorgung der Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen beruht, wurde die 
Induktion von HIF-1α, als Marker für Hypoxie, analysiert. Als Positivkontrolle wurde der 
Eisenchelatorkomplex Deferoxamin (DFO) eingesetzt, da DFO die Expression von HIF-1α 
auch in Anwesenheit von Sauerstoff induziert (Schilling et al., 2007).  
Abbildung 5-6 zeigt, dass nach 24-stündiger Wachstumszeit die HIF-1α-Expression in 
3D im Vergleich zu 2D deutlich erhöht ist. Interessanterweise nimmt die Intensität der HIF-
1α Proteinbande in 3D nach 48 h stark ab und kann nach 72 h und 96 h nicht mehr 
nachgewiesen werden. Unter 2D Wachstumsbedingungen konnte keine HIF-1α-
Expression über den gesamten Beobachtungszeitraum detektiert werden.  
Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem Überleben von Zellen, die 24 h bzw. 48 h 
nach dem Ausplattieren bestrahlt wurden, wäre in 3D aufgrund der deutlichen 




erwarten gewesen (Abbildung 5-6). Doch da in 2D und 3D kein signifikanter Unterschied 
in der Strahlenempfindlichkeit in Abhängigkeit des Bestrahlungszeitpunktes 
nachgewiesen werden konnte, deutet die HIF-1α-Induktion in 3D nicht auf eine 
Assoziation mit Hypoxie hin. Die zugrunde liegende Ursache dieser HIF-1α-Expression ist 
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Abbildung 5-6: HIF-1α-Expression unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen und Einfluss auf die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit in A549. (A) Nach 24- bis 96-stündiger Wachstumszeit sowie 
Behandlung mit 100 µM Deferoxamin (DFO, Positivkontrolle) wurden die Zellen lysiert und die HIF-1α-
Expression untersucht. Die Markierung (*) zeigt eine unspezifische Proteinbande des Antikörpers gegen 
HIF-1α. (B) Die Ergebnisse des Koloniebildungsassays nach Bestrahlung (0-6 Gy) in 2D und 3D 24 bzw. 
48 h nach dem Ausplattieren sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3) bezogen auf die 
unbestrahlte Kontrolle dargestellt. Die statistische Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die 
Überlebensfraktion nach 24 versus 48 h. MW, Molekulargewicht; n.s., nicht signifikant. 
 
Zum weiteren Ausschluss von Hypoxie wurde mittels cDNA-Microarray Analyse in 
Kooperation mit Dr. T. Streichert (Diagnostikzentrum, Institut für Klinische 
Chemie/Zentrallaboratorien, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) die Genexpression 
Hypoxie-assoziierter Gene unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen analysiert. Die 
ausführliche Darstellung der Versuchsdurchführung und der Ergebnisse erfolgt im Anhang 
(Kapitel 8.2). Es konnte gezeigt werden, dass es keine signifikanten Unterschiede in der 
Expression Hypoxie-relevanter Gene, darunter auch HIF-1α, in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen gibt (Tabelle 8-3). 
5.2.4 γ-H2AX- und 53BP1-positive Foci als Marker für DNA-
Doppelstrangbrüche 
 
Da die DNA als das wichtigste Zielmolekül der Strahlenwirkung auf zellulärer Ebene gilt 
(Hall und Giaccia, 2006), wurde im nächsten Schritt untersucht, ob sich die geringere 
Strahlenempfindlichkeit der Zellen in 3D in einer verringerten Anzahl an DNA-Schäden 
widerspiegelt. Zu den schwerwiegendsten DNA-Schäden gehören DSB, da sie unrepariert 
zum Zelltod führen können (Jackson, 2002). Der Nachweis von DSB erfolgte in der 




H2AX und 53BP1. Abbildung 5-7 zeigt Immunfluoreszenzaufnahmen von A549 Zellen 
24 h nach Bestrahlung mit 6 Gy. Diese Bilder stellen die Lokalisation der nukleären γ-
H2AX- und 53BP1-positiven Foci dar und verdeutlichen anhand der 























Abbildung 5-7: Kolokalisation von γ-H2AX- und 53BP1-positiven Foci. (A) A549 Zellen wurden auf 
2D bzw. in 3D EZM bestrahlt. Nach 24 h erfolgte die Isolierung und Aufbereitung der Zellen für den Foci 
Assay sowie die Immunfluoreszenzfärbung von γ-H2AX (rot), 53BP1 (grün) und DNA (DAPI, blau). (B) 
Intensitätsprofile entlang der Pfeile zeigen die fokale Überlagerung von γ-H2AX und 53BP1 in 2D und 
3D. 
 
Foci, die 24 h nach Bestrahlung in der Zelle verbleiben, werden als residuelle DSB 
(rDSB) definiert (Dikomey et al., 2003; Dikomey et al., 1998) und sind in Abbildung 5-8 
dargestellt. In A549 und UTSCC-15 Zellen, die unter 3D Zellkulturbedingungen 
gewachsen sind, ist die Anzahl der Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung in Abhängigkeit 
der Dosis signifikant geringer (p < 0,05) als in 2D.  
Es ist weiterhin bekannt, dass die Anzahl rDSB für die Abtötung der Zellen nach 
Bestrahlung verantwortlich ist (Dikomey et al., 1998). Um zu zeigen, dass dieser 
Zusammenhang unabhängig von den Wachstumsbedingungen gilt, wurde für jeden 
Dosispunkt die Überlebensfraktion gegen die Anzahl der Foci pro Zelle 24 h nach 
Bestrahlung aufgetragen. Abbildung 5-9 zeigt eine signifikante Korrelation (R2 = 0,9509, 
p < 0,0002) zwischen klonogenem Zellüberleben und rDSB für beide Zelllinien unter 2D 




































Abbildung 5-8: Anzahl an γ-H2AX/53BP1-positiven Foci unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen. Die Zellen wurden 24 h nach Bestrahlung mit 0, 2, 4 oder 6 Gy für den Foci 
Assay vorbereitet und mit Antikörpern gegen γ-H2AX und 53BP1 gefärbt. Die Ergebnisse zeigen den 
Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht 

























R2 = 0,9509 
p < 0,0002
 
Abbildung 5-9: Korrelation zwischen Zellüberleben und rDSB. Unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen wurde pro Dosispunkt die Zellüberlebensfraktion gegen die entsprechende 
Anzahl der Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung aufgetragen. 
 
Unreparierte oder fehlerhaft reparierte DSB können die Bildung von 
Chromosomenaberrationen begünstigen und somit das klonogene Zellüberleben 
beeinflussen (Hall und Giaccia, 2006). Zu diesem Zweck wurde in Kooperation mit Dr. K. 
Borgmann (Onkologisches Zentrum, Klinik und Poliklinik für Strahlentherapie und 
Radioonkologie, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) die Anzahl von letalen 
Chromosomenfragmenten in Form von Deletionen, dizentrische und azentrische 
Fragmente nach Bestrahlung unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen bestimmt. Die 
ausführliche Darstellung der Versuchsdurchführung und der Ergebnisse erfolgt im Anhang 
(Kapitel 8.3). Parallel zu den Ergebnissen der rDSB (siehe Abbildung 5-8), konnten in 3D 
dosisabhängig signifikant (p < 0,05) weniger letale Chromosomenfragmente 
nachgewiesen werden als in 2D (Abbildung 8-2). Abbildung 5-10 verdeutlicht außerdem, 
dass zwischen Zellüberleben und der Anzahl an Chromosomenfragmenten (R2 = 0,9320, 
p < 0,0001) sowie zwischen der Anzahl an Foci pro Zelle und Chromosomenfragmenten 
























































Abbildung 5-10: Korrelation zwischen letalen Chromosomenaberrationen, Zellüberleben und 
rDSB in A549. Unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen wurden pro Dosispunkt (A) die 
Überlebensfraktion sowie (B) die Anzahl an Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung gegen die Anzahl an 
letalen Chromosomenfragmenten aufgetragen. 
5.2.5 Reparaturkinetik strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbrüche 
 
Aufgrund der Unterschiede in der Anzahl der rDSB in 2D und 3D erfolgte im nächsten 
Schritt die Untersuchung der Reparaturkinetik strahleninduzierter DSB in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen. Hierzu wurde die Anzahl γ-H2AX/53BP1-positiver Foci nach 
Bestrahlung mit 1 Gy zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Interessanterweise ist die 
Anzahl der Foci in unbestrahlten Zellen in 3D (Abbildung 5-11) im Vergleich zu 2D 
signifikant (p < 0,01) erhöht. Hingegen besitzen Zellen in 3D kurz nach Bestrahlung (0,5 h 
und 2 h) signifikant (p < 0,01) weniger Foci pro Zelle als in 2D (Abbildung 5-11). Zu 
späteren Zeitpunkten (6 h und 24 h nach Bestrahlung) ist die Anzahl der Foci aufgrund 











































Abbildung 5-11: Reparaturkinetik strahleninduzierter DSB unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen. Für den Foci Assay wurden A549 Zellen (A) unbestrahlt (0 Gy) bzw. (B) 
bestrahlt (1Gy nach 0,5, 2, 6, 24 h) eingesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung 
dargestellt (n = 3). Die statistische Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Anzahl der Foci 
pro Zelle in 3D versus 2D. ** p < 0,01. 
 
Um die Reparaturkinetiken in 2D und 3D vergleichen zu können, wurde die Anzahl der 
Foci 0,5 h nach Bestrahlung als die maximale Anzahl strahleninduzierter Foci definiert 
(Kinner et al., 2008). Der Vergleich der 2D und 3D Daten (Tabelle 5-3) zeigt, dass die 




2D und 3D einen signifikanten (p < 0,01) Unterschied in der Anzahl der 
strahleninduzierten Foci 0,5 h nach Bestrahlung gibt (Abbildung 5-11). 
 
Tabelle 5-3: Vergleich der DNA-Reparaturkinetik in 2D und 3D. Nach Abzug der basalen DSB in 
A549 wurde die Anzahl der Foci 0,5 h nach Bestrahlung mit 1 Gy auf 100 % gesetzt. Die Ergebnisse 
zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Auswertung mittels Student´s T-
Test vergleicht den prozentualen Anteil der Foci pro Zelle in 3D versus 2D. n.s., nicht signifikant. 
Zeit [h] 2D 3D  
nach 1 Gy MW [%] STABW MW [%] STABW Signifikanz 
0,5 100,000 0,000 100,000 0,000 - 
2,0 51,475 10,010 45,259 4,829 n.s. 
6,0 5,409 1,810 5,793 1,368 n.s. 
24,0 0,097 0,055 0,086 0,065 n.s. 
 
Die Induktion radiogener DSB aktiviert unter anderem die Proteinkinase ATM durch 
Autophosphorylierung an Serin 1981 (p-ATM S1981) und initiiert damit die DSB-Reparatur 
(Bakkenist und Kastan, 2003). Aus diesem Grund wurde im Folgenden untersucht, 
inwieweit die geringere Anzahl strahleninduzierter DSB unter 3D Zellkulturbedingungen im 
Vergleich zu 2D die ATM-Expression und -Phosphorylierung an S1981 beeinflusst 
(Abbildung 5-12).  















































































































Abbildung 5-12: Strahleninduzierte Phosphorylierung von ATM S1981 (p-ATM S1981) in A549 
unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. (A) Nach 24-stündiger Wachstumszeit auf 2D bzw. in 3D 
EZM wurden die Zellen mit 0 oder 6 Gy bestrahlt und zu verschiedenen Zeiten (0,25, 0,5, 1, 3 oder 24 h) 
nach der Bestrahlung lysiert. Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden von (B) unbestrahlten 
und (C) bestrahlten Zellen ist als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt (n = 3). Die statistische 
Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der Proteinphosphorylierung zwischen 





Interessanterweise ist in unbestrahlten Zellen die basale Phosphorylierung von ATM 
S1981 in 3D gegenüber 2D signifikant (p < 0,01) um das 4-fache erhöht (Abbildung 5-12). 
Im Gegensatz dazu ist die ATM S1981-Induktion nach Bestrahlung bei vergleichbarer 
ATM-Gesamtexpression unter 3D Wachstumsbedingungen signifikant (p < 0,05) geringer 
als in 2D (Abbildung 5-12). 
5.2.6 Zellzyklusverteilung unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen 
 
Ein weiterer Einflussfaktor der zellulären Strahlenempfindlichkeit ist der Zellzyklus. 
Deshalb wurde im nächsten Schritt der prozentuale Anteil der Zellen in der G1-, S- sowie 
G2/M-Phase des Zellzykluses unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen 
durchflusszytometrisch bestimmt. Abbildung 5-13 zeigt, dass sich bereits nach einem Tag 
in 3D signifikant (p < 0,05) mehr Zellen in der G1-Phase und signifikant (p < 0,05) weniger 
Zellen in der S-Phase befinden als in 2D. Erst nach fünf Tagen unter den verschiedenen 
Zellkulturbedingungen ist der Anteil der Zellen in der G1- sowie der S-Phase in 2D und 3D 
ähnlich. Die Anzahl der G2/M-Phase Zellen bleibt hingegen über den beobachteten 
Zeitraum konstant und unterscheidet sich nicht zwischen 2D und 3D.  
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Abbildung 5-13: Zellzyklusverteilung von A549 Zellen unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. 
Zum Zeitpunkt des Aussäens sowie nach 1, 2, 3 und 5 d wurden die Zellen für die 
durchflusszytometrische Analyse vorbereitet. Die prozentuale Verteilung der Zellen in der G1-, S- und 
G2/M-Phase ist als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt (n = 3). Die statistische Analyse mittels 
Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung zwischen 3D versus 2D. n.s., nicht signifikant; 
* p < 0,05; ** p < 0,01. 
5.2.7 Zellzyklusverteilung nach Bestrahlung 
 
Im Folgenden wurde der Einfluss von Röntgenstrahlung auf den Zellzyklus in 
Abhängigkeit der Zellkulturbedingungen analysiert. Erwartungsgemäß konnte 12 h nach 
Bestrahlung mit 6 Gy in 2D eine signifikante (p < 0,01) 3,4-fache Akkumulation der Zellen 
in der G2/M-Phase im Vergleich zu unbestrahlten Zellen nachgewiesen werden, während 
Zellen in 3D keinen G2/M-Block aufweisen (Abbildung 5-14). Ein ähnliches Ergebnis 




Zellen gezeigt werden, wobei es ebenfalls ausschließlich in 2D zu einer signifikanten 
(p < 0,01) 3,2-fachen Zunahme von Zellen in der G2/M-Phase kommt.  






































Abbildung 5-14: Zellzyklusverteilung nach Bestrahlung mit 6 Gy. Ernten von A549 Zellen für die 
Zellzyklusanalyse nach 1 d oder 5 d in 2D und 3D. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung 12 h nach Bestrahlung mit 0 bzw. 6 Gy (n = 3). Bei der statistischen 
Analyse mittels Student´s T-Test wurden 6 versus 0 Gy verglichen. * p < 0,05; ** p < 0,01.  
 
Anschließend wurde untersucht, ob es generelle Unterschiede hinsichtlich der 
Zellzykluskontrolle zwischen 2D und 3D gibt. Eine zentrale Rolle bei der Regulation des 
Zellzykluses im Hinblick auf den G1-Block spielt das Tumorsuppressorprotein p53, wobei 
es sich um ein Zielmolekül von ATM handelt (Levine, 1997). Abbildung 5-15 zeigt die 
Phosphorylierung von p53 an Serin 15 (p-p53 S15) sowie die Expression von p21, einem 
Zielmolekül von p53. Interessanterweise ergab die densitometrische Auswertung der 
Proteinbanden keinen Unterschied in der strahleninduzierten Phosphorylierung von p53 
S15 zwischen 3D versus 2D. Im Gegensatz dazu ist die p21-Expression 24 h nach 











































Abbildung 5-15: Phosphorylierung von p53 (p-p53 S15) und Expression von p21 unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen. Nach 24-stündiger Wachstumszeit auf 2D bzw. in 3D EZM wurden die A549 
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (0,25, 0,5, 1, 3 oder 24 h) mit 0 bzw. 6 Gy bestrahlt und für die 
Western Blot Analyse verwendet. 
5.2.8 Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbrüche nach 
fünftägigem Wachstum in 2D und 3D 
 
Um einen Einfluss der Zellkulturmodell-bedingten Unterschiede der 
Zellzyklusverteilung auf die geringere Strahlenempfindlichkeit in 3D ausschließen zu 




zusätzlich nach fünftägiger Wachstumszeit in 2D und 3D mit vergleichbarer 
Zellzyklusverteilung (siehe Abbildung 5-13) untersucht. Parallel zu den oben 
beschriebenen Ergebnissen nach einem Tag (siehe Abbildung 5-8 und Abbildung 5-11) 
besitzen Zellen in 3D auch nach fünf Tagen signifikant (p < 0,01) weniger 
strahleninduzierte Foci 0,5 h nach Bestrahlung mit 1 Gy sowie dosisabhängig signifikant 
(p < 0,05) weniger rDSB als in 2D (Abbildung 5-16).  






































Dosis [Gy]  
Abbildung 5-16: Strahleninduzierte DSB nach fünftägigem Wachstum in 2D und 3D. Für den Foci 
Assay wurden A549 Zellen nach 5 d bestrahlt und (A) nach 0,5 h mit 1 Gy bzw. (B) nach 24 h mit 0, 2, 4, 
6 Gy geerntet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt (n = 3). Die 
statistische Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Anzahl der Foci pro Zelle in 3D versus 

















































unbestrahlt Zeit nach Bestrahlung 





















































Abbildung 5-17: Strahleninduzierte Phosphorylierung von ATM S1981 in A549 in 2D und 3D. (A) 
Nach 5-tägiger Wachstumszeit wurden die Zellen mit 0 oder 6 Gy bestrahlt und zu verschiedenen Zeiten 
(0,25, 0,5 oder 1 h) nach der Bestrahlung lysiert. Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden 
von (B) unbestrahlten oder (C) bestrahlten Zellen ist als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt 
(n = 3). Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der 





Interessanterweise zeigt die Western Blot Analyse im Gegensatz zu den Ergebnissen 
nach einem Tag (siehe Abbildung 5-12) sowohl in der basalen als auch der 
strahleninduzierten Phosphorylierung von ATM S1981 nach fünf Tagen keinen 
Unterschied zwischen 2D und 3D (Abbildung 5-17). 
5.3 siRNA-vermittelter Knockdown von 
Histondeacetylasen 
 
Histondeacetylasen (HDAC) sind zusammen mit Histonacetyltransferasen (HAT) 
entscheidend an der Regulation der Chromatindichte beteiligt (de Ruijter et al., 2003). Die 
Daten der vorliegenden Arbeit zeigen bisher, dass Zellen in einer 3D Matrix ein stärker 
kondensiertes Chromatin besitzen und deutlich strahlenresistenter sind als in 2D. Um den 
Zusammenhang zwischen Chromatindichte und Strahlenempfindlichkeit zu untersuchen, 
wurde die Expression ausgewählter HDAC mittels RNA-Interferenz reduziert und das 
klonogene Zellüberleben analysiert.  
Hierzu wurden spezifische siRNAs gegen HDAC der Klasse I (HDAC 1, HDAC 2) und II 
(HDAC 4) einzeln sowie in allen möglichen Zweifach- und Dreifach-Kombinationen 
eingesetzt. Abbildung 5-18 zeigt die relative Änderung der Proteinexpression von HDAC 
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Abbildung 5-18: Herunterregulierung von HDAC 1, 2 und 4 nach siRNA Knockdown. Die 
Transfektion von A549 Zellen mit Kontroll (Ko) siRNA oder siRNA gegen HDAC 1, 2 oder 4 in den 
angegebenen Kombinationen erfolgte in 2D. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion lysiert und 
mittels Western Blot analysiert. Dargestellt ist die relative Änderung der Proteinexpression nach siRNA-
Transfektion im Verhältnis zur Ko siRNA. 
 
Histondeacetylasen entfernen Acetylgruppen von Histonen, wodurch es zu einer 
Kondensierung des Chromatins kommt (Mottet und Castronovo, 2008). Durch das siRNA-
vermittelte Ausschalten ausgewählter HDAC sollte demnach eine Dekondensierung des 
Chromatins induziert werden. Interessanterweise führt unabhängig der 
Wachstumsbedingungen nur das gleichzeitige Ausschalten von HDAC 1, 2 und 4 zu einer 
signifikant (p < 0,05) 1,4- bis 1,6-fach stärkeren Histon H3-Acetylierung sowie einer 





















































































Abbildung 5-19: Histon H3-Acetylierung und HP1-α-Expression nach HDAC siRNA-Transfektion. 
(A) Ernten der in 2D und 3D gewachsenen siRNA-transfizierten A549 Zellen und Western Blot Analyse. 
(B) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse mittels 
Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der Proteinexpression nach HDAC siRNA gegen 
Kontroll (Ko) siRNA-Behandlung. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
 
Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der HDAC auf das basale Zellüberleben unter 
2D und 3D Wachstumsbedingungen untersucht. Abbildung 5-20 zeigt in 2D keine 
signifikante Veränderung der Zellüberlebensfraktion nach siRNA-vermitteltem Knockdown 
von HDAC 1, 2 und 4 alleine sowie in den angegebenen Kombinationen. Im Gegensatz 
dazu zeigen die Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen ohne HDAC 1 sowie allen 
Kombinationen mit HDAC 1 ein signifikant (p < 0,05) geringeres Überleben als die 
Kontrollzellen, während der Knockdown von HDAC 2 und 4 alleine und in Kombination 





















































































































Abbildung 5-20: Basales Überleben von siRNA-transfizierten A549 Zellen unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen. Die Ergebnisse des Koloniebildungsassays zeigen den 
Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3) bezogen auf die unbestrahlte Kontrolle. Die statistische 
Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Überlebensfraktion mit HDAC siRNA gegen Kontroll 
(Ko) siRNA. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
 
Obwohl HDAC 1 in 3D das basale Zellüberleben verringert, konnte in Kombination mit 
Bestrahlung kein strahlensensibilisierender Effekt nachgewiesen werden. Die 
Zellüberlebenskurven unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen in Abbildung 5-21 
zeigen, dass weder das Ausschalten von HDAC 1, 2 oder 4 allein, noch in Kombination 
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Abbildung 5-21: Klonogenes Überleben siRNA-transfizierter Zellen nach Bestrahlung. Für den 
Koloniebildungsassay wurden Zellen mit 0, 2, 4 oder 6 Gy bestrahlt und nach acht Tagen ausgewertet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse mittels Student´s 
T-Test vergleicht die Überlebensfraktion nach siRNA-Behandlung mit der Kontroll (Ko) siRNA. n.s., nicht 
signifikant. 
 
Weiterhin wurde die strahleninduzierte Phosphorylierung von ATM S1981 nach 
Dreifach-Knockdown untersucht (Abbildung 5-22), wobei sowohl in 2D als auch in 3D 
keine Veränderung der ATM S1981-Phosphorylierung in Abhängigkeit der 













































































Abbildung 5-22: ATM S1981-Phosphorylierung nach Transfektion mit HDAC siRNA und 
Bestrahlung. (A) Nach der siRNA-Transfektion erfolgte die Bestrahlung mit 6 Gy in 2D bzw. 3D und die 
Lyse der A549 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (0,25, 0,5 oder 1 h) nach der Bestrahlung bzw. 
unbestrahlt. (B) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse 
mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der Proteinexpression nach siRNA-Behandlung 




5.4 Pharmakologische Hemmung von Histondeacetylasen 
mit Panobinostat 
 
Da das genetische Ausschalten ausgewählter HDAC mittels siRNA Knockdown in 2D 
und 3D zu einer veränderten Chromatindichte, aber zu keiner Strahlensensibilisierung 
geführt hat, erfolgte im nächsten Schritt die Hemmung aller Klasse I und II HDAC unter 
2D und 3D Wachstumsbedingungen durch den klinisch-relevanten, pharmakologischen 
Inhibitor Panobinostat (LBH589) von Novartis Pharma AG.  
In Abbildung 5-23 ist der Effekt von LBH589 auf die Histon H3-Acetylierung und die 
HP1-α-Expression in Abhängigkeit der Inkubationszeit (1 und 24 h) und Konzentration 





















































































































































Abbildung 5-23: Acetylierung von Histon H3 und HP1-α-Expression nach Behandlung mit LBH589 
in 2D und 3D. (A) A549 Zellen wurden nach dem Aussäen für 1 bzw. 24 h mit verschiedenen LBH589-
Konzentrationen (10, 25 und 50 nM) bzw. DMSO als Kontrollsubstanz behandelt und lysiert. (B) Die 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3) 
dargestellt. Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der 
Proteinexpression nach Behandlung mit LBH589 versus DMSO. ** p < 0,01. 
 
Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigt in 2D bereits nach 1 h 
konzentrationsabhängig eine signifikant (p < 0,01) erhöhte Histon H3-Acetylierung, die 
unter 3D Wachstumsbedingungen allerdings erst nach 24 h detektiert werden konnte. 
Parallel dazu konnte nur in 3D in Abhängigkeit der Konzentration eine signifikante 
(p < 0,01) Abnahme der HP1-α-Expression nachgewiesen werden. Bei allen 





Die Wirkung von LBH589 wurde im Folgenden hinsichtlich zytotoxischer Effekte auf 
das Zellüberleben und die Anzahl basaler DSB untersucht. Abbildung 5-24 zeigt 
mikroskopisch und anhand der Zellüberlebenskurve, dass die Anzahl der Kolonien in 2D 
und 3D mit zunehmender LBH589-Konzentration im Vergleich zu DMSO signifikant 
(p < 0,01) abnimmt, wobei die Anzahl der Foci pro Zelle nur in 2D eine signifikante 
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Abbildung 5-24: Zytotoxischer Effekt von LBH589. Behandlung von A549 Zellen auf 2D bzw. in 3D 
EZM mit DMSO, 10 oder 25 nM LBH589. (A) Lichtmikroskopische Aufnahmen der 2D und 3D Kolonien. 
Dargestellt sind (B) die Überlebensfraktion und (C) die Foci pro Zelle in Abhängigkeit der LBH589 
Konzentration als Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse mittels Student´s 
T-Test vergleicht die Überlebensfraktion bzw. die Anzahl an Foci pro Zelle nach Behandlung mit LBH589 
gegen DMSO. ** p < 0,01. 
 





0 2 4 6























































































Abbildung 5-25: Klonogenes Überleben und rDSB nach Behandlung mit LBH589 und 
Bestrahlung. Die Zellen im Koloniebildungsassay (A) und Foci Assay (B) wurden mit DMSO bzw. 10 
oder 25 nM LBH589 für 24 h behandelt und anschließend mit 0, 2, 4 oder 6 Gy bestrahlt. (C) Korrelation 
zwischen Überlebensfraktion und Foci pro Zelle nach Bestrahlung in Kombination mit LBH589-
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse 
mittels Student´s T-Test vergleicht die Ergebnisse nach LBH589-Behandlung versus DMSO. * p < 0,05; 





Neben der zytotoxischen besitzt der Inhibitor auch eine strahlensensibilisierende 
Wirkung (Abbildung 5-25). Zellkulturmodell-unabhängig ist das klonogene Überleben nach 
Bestrahlung konzentrationsabhängig signifikant (p < 0,05) geringer als im Vergleich zu 
DMSO. Bei einer Konzentration von 25 nM führt LBH589 außerdem zu einer signifikanten 
(p < 0,05) Erhöhung der Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung (Abbildung 5-25). Weiterhin 
konnte eine signifikante Korrelation zwischen klonogenem Zellüberleben und rDSB für 2D 
(R2 = 0,9416, p < 0,0001) und 3D (R2 = 0,8852, p < 0,0001) gezeigt werden. Allerdings 
gibt es hinsichtlich der Abhängigkeit von Zellüberleben und rDSB eine deutliche 
Diskrepanz zwischen 2D und 3D. Betrachtet man zunächst den Verstärkungseffekt des 
Inhibitors in 2D und 3D auf das klonogene Zellüberleben (Tabelle 5-4), wird deutlich, dass 
der Inhibitor bei gleicher Konzentration und Strahlendosis in 3D eine stärkere 
strahlensensibilisierende Wirkung besitzt als in 2D. Gleichzeitig verbleiben in 3D weniger 
LBH589-induzierte rDSB nach Bestrahlung im Vergleich zu 2D (Tabelle 5-4). Dies hat zur 
Folge, dass Zellüberleben und rDSB nach LBH589 in 2D und 3D korrelieren, dieser 
Zusammenhang allerdings durch die LBH589-Behandlung in Abhängigkeit der 
verwendeten Zellkulturmodelle variiert. Die zugrundeliegenden Ursachen dieser 
Unterschiede in 2D und 3D sind bisher nicht bekannt. 
 
Tabelle 5-4: Vergleich von Zellüberleben und rDSB nach Behandlung mit LBH589 und DMSO in 
2D und 3D. A Die Daten zeigen den Verstärkungsfaktor der Überlebensrate nach LBH589-Behandlung. 
Der Verstärkungsfaktor wurde aus dem Quotienten der Überlebensfraktion(x)DMSO zur 
Überlebensfraktion(x)LBH589, 25nM ermittelt. x entspricht der jeweiligen Dosis in Gy. 
B Nach Abzug der 
basalen DSB in 2D und 3D wurde außerdem die Anzahl LBH589-induzierter rDSB nach Bestrahlung 




LBH589-induzierte rDSB B 
Dosis [Gy] 2D 3D 2D 3D 
2 1,37 1,89 0 0,3 
4 2,79 7,51 1,32 1,12 
6 9,78 71,86 3,49 1,59 
 
Diese Differenz in der Anzahl rDSB zwischen 2D und 3D in Kombination mit LBH589 
konnte im Folgenden mit der strahleninduzierten ATM S1981-Phosphorylierung nach 
LBH589-Behandlung korreliert werden. Die Western Blot Analyse (Abbildung 5-26) zeigt 
in 2D jedoch nicht in 3D eine signifikant (p < 0,05) erhöhte LBH589-vermittelte ATM 

























































































Abbildung 5-26: ATM S1981-Phosphorylierung nach Behandlung mit LBH589 und Bestrahlung. 
(A) Nachdem die A549 Zellen mit 25 nM LBH589 bzw. DMSO behandelt wurden, erfolgte die 
Bestrahlung mit 6 Gy und die Lyse der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (0,25, 0,5 oder 1 h) nach 
der Bestrahlung bzw. unbestrahlt. (B) Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3). Die 
statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der Proteinexpression nach 
Behandlung mit LBH589 gegen DMSO. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
 
5.5 Untersuchung radiogener DNA-Doppelstrangbrüche in 
Abhängigkeit der Chromatindichte in HP1-α-EGFP-
exprimierenden Zellen 
5.5.1 Charakterisierung der HP1-α-EGFP-exprimierenden Zellen 
 
Die bisherigen Untersuchungen unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen haben gezeigt, 
dass Zellen in 3D ein dichter gepacktes Chromatin besitzen, gekennzeichnet durch eine 
geringere Histon H3-Acetylierung und eine erhöhte HP1-α-Expression, und deutlich 
strahlenresistenter sind als in 2D. Die pharmakologische Inhibierung von HDAC Klasse I 
und II durch LBH589 führte zu einer Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit bei 
gleichzeitiger Dekondensierung des Chromatins. Weiterhin gibt es Unterschiede in der 
Induktion von DSB nach Bestrahlung sowie der Anzahl rDSB in Abhängigkeit der 
Chromatindichte.  
Da HP1-α in dieser Arbeit bereits als Marker für kondensiertes Chromatin verwendet 
wurde, erfolgte zur weiteren Analyse der Zusammenhänge zwischen Chromatindichte und 
Reparatur radiogenen DSB die Herstellung HP1-α-EGFP-exprimierender A549 Zellen 
mittels stabiler Transfektion. 
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 5-27 zeigen die Verteilung 
des HP1-α-EGFP-Fusionsproteins im Zellkern im Vergleich zur nukleären und 
zytoplasmatischen Lokalisation von EGFP in den N1-Kontrollzellen. Auf Proteinebene 
konnte weiterhin nur in den HP1-α-EGFP Transfektanten neben dem endogenen HP1-α 



































Abbildung 5-27: Lokalisation und Expression von HP1-α-EGFP in A549 Transfektanten. (A) 
Fluoreszenzaufnahmen von EGFP oder HP1-α-EGFP (grün) und DNA (DAPI, blau) sowie (B) Western 
Blot Analyse der angegebenen Proteine in N1 und HP1-α Transfektanten. Die Markierungen (#) zeigen 
unspezifische Proteinbanden des Antikörpers gegen EGFP. MW, Molekulargewicht. 
 
Im nächsten Schritt wurden die Transfektanten hinsichtlich der HP1-α-EGFP Verteilung 
unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen analysiert. Mikroskopisch und anhand der 
quantitativen Auswertung der HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität in Abbildung 5-28 
konnte eine signifikante (p < 0,01) Erhöhung der mittleren HP1-α-EGFP Fluoreszenz 




















































Abbildung 5-28: Quantifizierung der HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität in 2D und 3D. (A) 
Fluoreszenzaufnahmen von HP1-α-EGFP (grün) und DNA (DAPI, blau) in A549 Transfektanten und (B) 
Messung der mittleren HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 15). Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht 
die mittlere Fluoreszenzintensität von HP1-α-EGFP in 3D versus 2D. ** p < 0,01. 
 
Die Untersuchung der Chromatinmarker auf Proteinebene zeigte unter 3D 
Wachstumsbedingungen sowohl in N1 als auch in HP1-α Transfektanten eine signifikant 
(p < 0,05) geringere Histon H3-Acetylierung im Vergleich zu 2D (Abbildung 5-29). Im 
Gegensatz zu der erhöhten HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität (siehe Abbildung 5-28) 
konnte mittels Western Blot Analyse allerdings weder eine erhöhte endo- noch exogene 


































































Abbildung 5-29: Histon H3-Acetylierung und HP1-α-Expression in 2D und 3D. (A) Western Blot 
Analyse der angegebenen Proteine in N1 und HP1-α A549 Transfektanten. Die Markierung (X) zeigt 
eine unspezifische Bande, die durch den erhöhten Anteil an EZM in 3D Lysaten entsteht. (B) Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 3) der densitometrischen Auswertung der 
Proteinbanden. Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die relative Änderung der 
Proteinexpression in 3D versus 2D. MW, Molekulargewicht; ** p < 0,01; * p < 0,05. 
 
Zur weiteren Untersuchung der HP1-α-EGFP-Expression wurden in 3D gewachsene 
HP1-α Transfektanten mit LBH589 behandelt. Im Vergleich zu DMSO konnte eine 
signifikante (p < 0,01) Abnahme der mittleren HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität, sowie 
eine signifikant (p < 0,01) erhöhte Histon H3-Acetylierung nachgewiesen werden 
(Abbildung 5-30). Parallel zu den vorherigen Versuchen zeigte die LBH589-Behandlung 















































































Abbildung 5-30: LBH589-Behandlung der A549 Transfektanten in 3D. (A) Fluoreszenzaufnahmen 
von HP1-α-EGFP (grün) und DNA (DAPI, blau), (B) Quantifizierung der mittleren HP1-α-EGFP 
Fluoreszenzintensität und (C) Western Blot Analyse der angegebenen Proteine. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 15). Die statistische Analyse vergleicht mittels Student´s T-Test 





Da die Ergebnisse der Fluoreszenzintensitätsmessungen und der Western Blot 
Analysen von HP1-α-EGFP keine Übereinstimmung zeigten, wurde im nächsten Schritt 
die Kolokalisation des HP1-α-EGFP-Fusionsproteins mit einem weiteren Markerprotein für 
kondensiertes Chromatin, dem trimethylierten Histon H3 an Lysin 9 (tri-methyl-H3K9), 
untersucht. Abbildung 5-31 zeigt anhand mikroskopischer Aufnahmen die Kolokalisation 










Abbildung 5-31: Kolokalisation von HP1-α-EGFP und tri-methyl-H3K9 unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen in A549 Transfektanten. Fluoreszenzfärbung von HP1-α-EGFP (grün), tri-
methyl-H3K9 (rot) und DNA (DAPI, blau). 
5.5.2 Reparatur radiogener DNA-Doppelstrangbrüche in Abhängigkeit der 
Chromatindichte 
 
Aufgrund der Unterschiede in der Chromatinkondensation werden dekondensierte 
DNA-Bereiche als Euchromatin (EC) und kondensierte als Heterochromatin (HC) 
bezeichnet (Grewal und Jia, 2007). Es ist bekannt, dass HP1-α vorwiegend an methylierte 
Histone (methyl-H3K9) im Heterochromatin bindet (Hiragami und Festenstein, 2005). 
Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das HP1-α-EGFP-Fusionsprotein verwendet, um 
heterochromatische DNA-Bereiche zu definieren und die Induktion und Reparatur 
strahleninduzierter DSB in Abhängigkeit der Chromatinkondensation zu untersuchen.  
Hierzu wurden alle γ-H2AX Foci in HP1-α-EGFP-positiven Bereichen der DNA als HC-































Abbildung 5-32: Charakterisierung von Heterochromatin- und Euchromatin-assoziierten Foci in 
HP1-α-EGFP Transfektanten. (A) Schematische Darstellung und (B) Fluoreszenzaufnahme von γ-H2AX 
Foci (rot) und HP1-α-EGFP (grün). (C) Das Fluoreszenzintensitätsprofil (Pfeil) stellt die Überlagerung 
von γ-H2AX und HP1-α-EGFP (gelb) dar. Entsprechend der Kolokalisation mit HP1-α-EGFP wurden 
Heterochromatin (HC)-assoziierte oder Euchromatin (EC)-assoziierte Foci unterschieden. Die schwarzen 
Linien markieren den HP1-α-EGFP Schwellenwert für die Definition von HC. 
 
Zunächst wurde die Reparaturkinetik strahleninduzierter DSB sowie die Anzahl rDSB in 
den Transfektanten in 2D und 3D untersucht (Abbildung 5-33). Parallel zu untransfizierten 
A549 Zellen (siehe Abbildung 5-8 und Abbildung 5-11) besitzen HP1-α-EGFP-
exprimierende A549 Zellen in 3D ebenfalls weniger strahleninduzierte Foci pro Zelle als in 
2D.  














































Abbildung 5-33: Strahleninduzierte DSB in HP1-α-EGFP exprimierenden A549 Zellen unter 2D und 
3D Wachstumsbedingungen. Für den Foci Assay wurden Transfektanten (A) zu den angegebenen 
Zeitpunkten (0,5, 2, 6, 24 h) nach Bestrahlung mit 0 oder 1 Gy bzw. (B) 24 h nach 0, 2, 4, 6 Gy 
eingesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt (n = 3). Die statistische 
Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Anzahl der Foci pro Zelle in 3D versus 2D. * p < 0,05; 





Im Folgenden wurde die Verteilung der strahleninduzierten HC- und EC-Foci sowie deren 
Reparaturkinetiken in 2D und 3D analysiert. Abbildung 5-34 zeigt, dass es sich bei etwa 
20 % der induzierten Foci 0,5 h nach Bestrahlung unabhängig vom Zellkulturmodell um 
HC-Foci handelt. Während die Reparaturkinetik der HC- und EC-Foci in 2D vergleichbar 
ist, konnte unter 3D Wachstumsbedingungen ein signifikanter (p < 0,05) Unterschied 
zwischen HC und EC nachgewiesen werden.  
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Abbildung 5-34: Reparaturkinetik strahleninduzierter DSB in A549 Transfektanten in Abhängigkeit 
der Chromatindichte unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. (A) Prozentuale Verteilung der HC- 
und EC-Foci 0,5 h nach Bestrahlung mit 1 Gy entspricht der Anzahl strahleninduzierter Foci. (B) 
Reparaturkinetik von HC- und EC-Foci. Anzahl der Foci 0,5 h nach Bestrahlung entspricht 100 %. 
Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt (n = 3). Die statistische Auswertung 
mittels Student´s T-Test vergleicht die Anzahl der Foci zwischen HC- und EC-Foci. n.s., nicht signifikant; 
* p < 0,05; ** p < 0,01. 
 
Weiterhin wurde das Verhältnis von HC- zu EC-Foci 24 h nach Bestrahlung analysiert. 
In Abbildung 5-35 sind repräsentative Fluoreszenzaufnahmen sowie die Verteilung der 
Foci dargestellt. Unter 2D Wachstumsbedingungen befinden sich dosisabhängig 
signifikant (p < 0,01) mehr Foci im EC als im HC, interessanterweise ist die Anzahl von 
HC- und EC-Foci in 3D etwa gleich.  



































Abbildung 5-35: Anzahl der γ-H2AX Foci in A549 Transfektanten 24 h nach Bestrahlung. (A) 
Immunfluoreszenzaufnahme von γ-H2AX Foci (rot) und HP1-α-EGFP (grün) unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen. (B) Auswertung der HC- und EC-Foci. Die Ergebnisse zeigen den 
Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die 




Im nächsten Schritt wurden die Unterschiede in der Gesamtanzahl rDSB unter 2D und 
3D Wachstumsbedingungen berücksichtigt und der prozentuale Anteil an Foci im HC im 
Verhältnis zur Gesamtanzahl an Foci betrachtet (Tabelle 5-5). Während bei 0 und 2 Gy 
der Anteil an Foci im HC unabhängig der Wachstumsbedingungen etwa gleich ist, konnte 
bei höheren Strahlendosen von 4 und 6 Gy ein signifikanter (p < 0,01) Unterschied 
zwischen 2D und 3D nachgewiesen werden. Somit liegt z.B. der Anteil an HC-Foci 24 h 
nach Bestrahlung mit 4 Gy in 3D bei 52 % und ist im Vergleich zu 28 % HC-Foci unter 2D 
Wachstumsbedingungen signifikant (p < 0,01) erhöht. 
 
Tabelle 5-5: Prozentualer Anteil der HC-Foci in A549 Transfektanten in 2D und 3D nach 
Bestrahlung. Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische 
Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht den prozentualen Anteil der HC-Foci pro Zelle in 3D 
versus 2D. n.s., nicht signifikant; ** p < 0,01.  
 2D 3D  
Dosis [Gy] MW STABW MW STABW Signifikanz 
0 42,37 13,36 57,36 13,38 n.s. 
2 35,87 12,69 48,66 9,80 n.s. 
4 28,45 2,73 52,11 6,88 p < 0,01 
6 27,83 4,59 47,58 4,96 p < 0,01 
 
5.6 Untersuchung radiogener DNA-Doppelstrangbrüche in 
Abhängigkeit der Chromatindichte in vivo 
 
Die Verteilung radiogener rDSB in HP1-α-EGFP-exprimierenden Zellen unter 2D und 
3D Wachstumsbedingungen hat gezeigt, dass Zellen mit stärker kondensiertem 
Chromatin insgesamt weniger rDSB besitzen als Zellen mit weniger kondensiertem 
Chromatin. Die Daten zeigen außerdem, dass der prozentuale Anteil an radiogenen HC-
assoziierten rDSB in Abhängigkeit der Chromatinkondensation und Strahlendosis deutlich 
erhöht ist. 
Da 3D Wachstumsbedingungen eine Annäherung an die Komplexität des 
Zellwachstums im Gewebe darstellt (Schmeichel und Bissell, 2003), wurde im nächsten 
Schritt untersucht, inwieweit sich das 1:1 Verhältnis von HC- zu EC-Foci in 3D auch unter 
physiologischen Wachstumsbedingungen in A549 Xenografttumoren widerspiegelt. Für 
den Tierversuch wurden solide A549 Tumore als Xenografttransplantate auf 
immunsupprimierten Nacktmäusen generiert und für die Auswertung in drei 
Tumorgruppen (unbestrahlt, 0,5 h bzw. 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy) unterteilt. Im 
Vordergrund der Untersuchungen stand die Analyse der strahleninduzierten γ-H2AX Foci 
in Abhängigkeit der Chromatindichte in vivo. Dazu wurden ausschließlich oxygenierte, 





PIMO + DAPI  
Abbildung 5-36: Mikroskopische Aufnahme eines H&E-gefärbten A549 Tumors in einem 
normoxischen, Pimonidazol-negativen Tumorareal. H&E-Färbung und Immunfluoreszenzfärbung von 
Pimonidazol (rot) und DNA (DAPI, blau). 
 
Unter Berücksichtigung einer vergleichbaren Zellkernfläche sowie HP1-α 
Fluoreszenzintensität zwischen den untersuchten Tumorgruppen erfolgte die 
Quantifizierung der Foci pro Zelle (Abbildung 5-37). Im Vergleich zur unbestrahlten 
Gruppe besitzen Tumorzellen 0,5 h nach Bestrahlung mit 4 Gy signifikant (p < 0,01) mehr 
Foci pro Zelle, wohingegen nach 24 h kein signifikanter Unterschied mehr nachgewiesen 













































































































Abbildung 5-37: Anzahl an γ-H2AX-positiven Foci in A549 Xenografttumoren. Quantifizierung der 
(A) mittleren Zellkernfläche, der (B) mittleren HP1-α Fluoreszenzintensität sowie der (C) Anzahl an γ-
H2AX Foci pro Zelle in unbestrahlten Tumoren sowie 0,5 h und 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung (n = 5). Die statistische Analyse mittels Student´s 
T-Test vergleicht die Foci 0,5 h bzw. 24 h nach 4 Gy versus 0 Gy. ** p < 0,01. 
 
Entsprechend der Definition von HC- und EC-Foci in den HP1-α-EGFP Transfektanten 
(siehe Abbildung 5-32) erfolgte im nächsten Schritt die Analyse der Foci in Abhängigkeit 
der HP1-α Immunfluoreszenzfärbung im A549 Xenografttumor. Die Ergebnisse in 
Abbildung 5-38 stellen den prozentualen Anteil an HC- und EC-Foci im Verhältnis zur 
Gesamtanzahl an Foci (siehe Abbildung 5-37) dar. Interessanterweise konnte in allen drei 
untersuchten Tumorgruppen ein 1:1 Verhältnis von HC- zu EC-Foci nachgewiesen 
werden, so dass die Erwartungen aufgrund der zuvor dargestellten 2D und 3D Daten in 
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Abbildung 5-38: Verteilung von HC- und EC-Foci in A549 Xenografttumoren. (A) 
Immunfluoreszenzaufnahme von γ-H2AX (rot) und HP1-α (grün) in vivo. (B) Vergleich der prozentualen 
Verteilung von HC- zu EC-Foci. Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (n = 5). 
Die statistische Analyse mittels Student´s T-Test vergleicht die Anzahl von HC- versus EC-Foci. n.s., 
nicht signifikant. 
 
Der Vergleich der 2D, 3D und in vivo Ergebnisse macht deutlich, dass 0,5 h nach 
Bestrahlung der Anteil an HC-Foci in vivo bei etwa 50 % liegt, während in 2D und 3D etwa 
20 % der strahleninduzierten Foci im HC lokalisiert sind. Allerdings ist der Anteil an HC-
Foci 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy in 3D und im Xenografttumormodell mit etwa 50 % 
vergleichbar und signifikant (p < 0,05) höherer als in 2D (Tabelle 5-6). Somit konnte das 
1:1 Verhältnis von HC- zu EC-Foci unter 3D Zellkulturbedingungen auch unter 
physiologischen Wachstumsbedingungen im Xenografttumor nachgewiesen werden. 
 
Tabelle 5-6: Prozentualer Anteil der HC-Foci in A549 Tumorzellen unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen nach Bestrahlung mit 4 Gy. Die Ergebnisse zeigen den 
Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3 bzw. 5). Die statistische Auswertung mittels Student´s T-Test 
vergleicht den prozentualen Anteil der HC-Foci pro Zelle. ++ 3D versus 2D, p < 0,01; + Xenografttumor 
versus 2D, p < 0,05.  
 2D 3D Xenografttumor 
Dosis [Gy] MW STABW MW STABW MW STABW 
0 42,37 13,36 57,36 13,38 42,04 25,99 







Es ist bekannt, dass Einflussgrößen der zellulären Strahlenempfindlichkeit, wie 
Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt und extrazelluläre Matrix (EZM), 
Therapieresistenzen hervorrufen und dadurch die vollständige Heilung von 
Tumorerkrankungen limitieren können. Die Aufklärung der grundlegenden molekularen 
Mechanismen der Radio- und Chemoresistenz von Tumorzellen ist für die Verbesserung 
der Krebstherapie von besonderem Interesse. Die Untersuchung von Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktionen sowie die Identifizierung geeigneter Zielmoleküle für eine biologisch 
optimierte Tumortherapie stehen dabei im Vordergrund. 
Durch die Wechselwirkung zwischen EZM und membranständigen Integrinen werden 
Signale aus dem Extrazellularraum über das Zytoskelett in den Zellkern geleitet. Dies 
kann in Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen zur Modulation von Chromatinstruktur 
und Genexpression führen, wodurch wichtige zelluläre Prozesse, wie Überleben, 
Proliferation und Differenzierung der Zellen, reguliert werden. Welchen Einfluss die 
Wachstumsbedingungen und die daraus resultierende Modulation der Chromatinstruktur 
auf die Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen sowie die Reparatur strahleninduzierter 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) hat, ist allerdings bisher unklar. Aus diesem Grund 
wurden im Rahmen dieser Arbeit die molekularen Zusammenhänge zwischen 
Chromatindichte, Reparatur radiogener DSB und Zellüberleben in Abhängigkeit von 2D, 
3D und in vivo Wachstumsbedingungen untersucht. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass (1) es in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen zu signifikanten Veränderungen der Zellmorphologie, der 
Zytoskelettarchitektur sowie der Chromatindichte kommt; (2) Tumorzellen unter 3D 
Wachstumsbedingungen strahlenresistenter sind als in 2D; (3) das erhöhte klonogene 
Zellüberleben in 3D mit einer geringeren Anzahl an residuellen DSB (rDSB) und letalen 
chromosomalen Aberrationen korreliert; (4) der siRNA-vermittelte Knockdown der 
chromatinmodifizierenden Histondeacetylasen (HDAC) 1, 2 und 4 zu einer 
Chromatindekondensierung ohne gleichzeitige Strahlensensibilisierung führt; (5) im 
Gegensatz dazu der pharmakologische HDAC Inhibitor LBH589 durch die Hemmung aller 
Klasse I und II HDAC sowohl eine Dekondensierung des Chromatins, als auch eine 
signifikante Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit bewirkt; (6) in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen der Anteil an Heterochromatin-assoziierten rDSB in bestrahlten 
Tumorzellen variiert und (7) die Anzahl radiogener rDSB in eu- und heterochromatischen 




6.1 Bedeutung der morphologischen Veränderungen unter 
3D Zellkulturbedingungen im Vergleich zu 2D 
 
Zweidimensionales Wachstum zeigt im Vergleich zu 3D Zellwachstum in einer EZM 
deutliche Unterschiede in der Zellmorphologie (Berrier und Yamada, 2007). Dies wurde in 
zahlreichen Studien u.a. an epithelialen Brustdrüsenzellen beschrieben (Nelson und 
Bissell, 2006). Werden Epithelzellen unter 2D Wachstumsbedingungen gehalten, breiten 
sie sich aus und verlieren ihre ursprüngliche Zellmorphologie. In einer 3D Matrix bilden 
dieselben Zellen hingegen spezifische Acini Strukturen wie sie im Gewebe zu finden sind 
(Bissell et al., 2003; Le Beyec et al., 2007; Nelson und Bissell, 2006; Xu et al., 2009a).  
Die in dieser Arbeit untersuchten A549 Tumorzellen wachsen in 2D ausgebreitet als 
Monolayer-Zellkultur und sind im Gegensatz dazu unter 3D Wachstumsbedingungen 
abgerundet. Die runde 3D Zellmorphologie der Tumorzellen entspricht ebenfalls der 
physiologischen Zellform im Gewebe, die in Abbildung 6-1 anhand von Tumorzellen einer 
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Abbildung 6-1: Vergleich der Zellmorphologie in 2D, 3D und in vivo. Fluoreszenzaufnahmen von (A) 
humanen Tumorzellen unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen sowie (B) Tumorzellen aus einer 
humanen Biopsie (in vivo) zeigen f-Aktin (rot) und DNA (DAPI, blau). 
 
Die Änderung der Zellmorphologie in 3D im Vergleich zu 2D beruht im Wesentlichen 
auf Unterschieden der exogenen Spannung der Zellmembran, welche durch die EZM 
hervorgerufen werden. Zellen, die auf einer 2D Matrix wachsen, interagieren nur an der 
Zellunterseite über Integrine mit der EZM. Dadurch kommt es zu erheblichen 
Spannungsunterschieden zwischen Zellober- und Zellunterseite, die für die ausgebreitete 
Zellmorphologie in 2D verantwortlich sind. Im Gegensatz dazu sind Zellen in 3D, ähnlich 
wie im Gewebe, von allen Seiten von der Matrix umgeben, wodurch sich die Spannung 
der EZM gleichmäßig auf die gesamte Zelloberfläche verteilt und die Zellen eine 
abgerundete Morphologie besitzen (Berrier und Yamada, 2007).  
Diese morphologischen Veränderungen werden entscheidend durch die Organisation 
des Zytoskeletts mitbestimmt. Bestandteile des Zytoskeletts, wie Aktin- und 




et al., 2009a; Zhang et al., 2001). Auf diese Weise können sich Veränderungen in der 
Organisation der EZM, wie eine erhöhte oder erniedrigte Gewebespannung, auf die 
intrazelluläre Spannung und somit auf die Zytoskelettarchitektur auswirken. Dass 
Veränderungen des Zytoskeletts auch in diesem Zellmodell die Zellmorphologie 
beeinflussen, konnte durch die Inhibierung der Aktinpolymerisation mittels Cytochalasin D 
(CytoD) in A549 Zellen bestätigt werden. Ebenso wie das Zellwachstum in einer 3D Matrix 
führt die Behandlung der Zellen mit CytoD unter 2D Wachstumsbedingungen zu einer 
Abrundung der Tumorzellen.  
Das Zytoskelett dient des Weiteren als physikalische Verbindung zwischen EZM und 
nukleärer Matrix (Bissell et al., 1982; Maniotis et al., 1997; Pienta und Coffey, 1992) und 
ist somit auch für Veränderungen der Zellkernmorphologie verantwortlich (Guilak, 1995; 
Jean et al., 2004). Die Zellkerngröße wird im Wesentlichen durch die intrazelluläre 
Spannung der Zytoskelettarchitektur beeinflusst. Da die Spannung aufgrund der 
abgerundeten Zellmorphologie in 3D deutlich geringer ist als in 2D, wird der Durchmesser 
der Zellkerne unter 3D Wachstumsbedingungen ebenfalls erheblich verringert (Jean et al., 
2004). Aber nicht nur die Zellkerngröße auch die Chromatindichte wird durch das 
Wachstum in 3D moduliert. Als Chromatin bezeichnet man DNA, die mit Histon- und 
Nicht-Histonproteinen assoziiert im Zellkern vorliegt (Watson und Crick, 1953). Durch 
Faltung der nukleosomalen DNA entstehen Chromatinstrukturen höherer Ordnung und 
Histonmodifikationen, wie Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung, sowie die 
Interaktion mit assoziierten Nicht-Histonproteinen regulieren die Ausbildung 
unterschiedlich dicht gepackter Chromatinkompartimente (Grewal und Jia, 2007). Im 
Vergleich zum weniger dicht gepacktem Euchromatin (EC), führt die Kondensierung von 
DNA-Bereichen zur Ausbildung von Heterochromatin (HC) (Jenuwein und Allis, 2001). 
Verschiedene Studien haben den Zusammenhang zwischen veränderter Zell- und 
Zellkernmorphologie und einer geringeren Histonacetylierung in Brustdrüsenepithelzellen 
in Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen bereits beschrieben (Le Beyec et al., 2007; 
Lelievre et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurde in A549 Tumorzellen ebenfalls eine 
verringerte Histon H3-Acetylierung unter 3D Wachstumsbedingungen im Vergleich zu 2D 
nachgewiesen. Die dynamische Regulation der Histonacetylierung und -deacetylierung 
erfolgt durch HAT und HDAC. Es ist bekannt, dass einige dieser Enzyme in der Lage sind 
zwischen Zellkern und Zytoplasma zu pendeln (de Ruijter et al., 2003). Der Transport von 
Proteinen zwischen diesen beiden Kompartimenten erfolgt über die Kernporen und kann 
durch die Interaktion mit dem Zytoskelett reguliert werden (Carmo-Fonseca et al., 1988; 
Goldman et al., 1986). Aufgrund der geringeren intrazellulären Spannung des Zytoskeletts 
in abgerundeten Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen ist der Durchmesser der 




1993; Ingber, 1997). Dadurch könnten der zytoplasmatisch-nukleäre Proteintransport, die 
Enzymaktivität sowie die Histonacetylierung entscheidend beeinflusst werden. 
Des Weiteren korreliert die geringere Histonacetylierung in 3D, die ein Maß für die 
Chromatindichte darstellt, mit einer verstärkten Expression des Heterochromatinmarkers 
HP1-α. Auch durch die Inhibierung der Aktinpolymerisation mittels CytoD unter 2D 
Wachstumsbedingungen konnte neben der veränderten Zellmorphologie eine Zunahme 
der HP1-α-Expression nachgewiesen werden. Somit zeigen diese Daten, dass es in 
Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen und durch die Interaktion zwischen dem 
Zytoskelett und der nukleären Matrix zu signifikanten Veränderungen der 
Chromatinkondensation kommt. Sowohl die geringere Histonacetylierung als auch die 
Korrelation mit einer erhöhten HP1-α-Expression unter 3D Zellkulturbedingungen 
entsprechen den charakteristischen Eigenschaften von stärker kondensiertem Chromatin, 
das wiederum durch eine geringere Genexpressionsaktivität gekennzeichnet ist.  
In zahlreichen Studien konnte der Zusammenhang zwischen Veränderungen der Zell- 
und Zellkernmorphologie und dem Einfluss auf die Genexpression gezeigt werden 
(Lelievre et al., 1998; Roskelley et al., 1994; Streuli et al., 1995; Thomas et al., 2002; 
Weaver et al., 1997; Xu et al., 2009b; Zoubiane et al., 2004). So ist in 
Brustdrüsenepithelzellen die Genexpression unter 3D Wachstumsbedingungen im 
Vergleich zu Zellen in 2D deutlich reduziert (Le Beyec et al., 2007). Dieser 
Zusammenhang konnte auch in unserer Arbeitsgruppe in A549 und UTSCC-15 
Tumorzellen mittels cDNA-Microarray Analyse nachgewiesen werden, wobei in beiden 
Zelllinien unter 3D Zellkulturbedingungen deutlich mehr Gene herunterreguliert sind im 
Vergleich zu 2D (Cordes et al., unveröffentlichte Daten). 
Anhand dieser Untersuchungen konnte im Einklang mit der aktuellen Literatur im A549 
Tumormodell gezeigt werden, dass das Zellwachstum in einer 3D Matrix durch die 
Interaktion zwischen EZM, Zytoskelett und nukleärer Matrix einen entscheidenden 
Einfluss auf zelluläre Parameter, wie Zellmorphologie, Zellkerngröße und 
Chromatindichte, ausübt. Im Vergleich zu 2D, führt die abgerundete und deutlich kleinere 
Zellmorphologie in 3D zu einer stärkeren Chromatinkondensierung, die durch eine 
erhöhte Expression des Heterochromatinmarkers HP1-α und eine geringere Histon H3-
Acetylierung gekennzeichnet ist. Da die Chromatindichte bei der effektiven Reparatur 
strahleninduzierter DSB eine große Rolle spielt, könnten die wachstumsbedingten 






6.2 Zellkulturmodell-bedingter Einfluss auf die zelluläre 
Strahlenempfindlichkeit 
 
Dass die Adhäsion an Proteine der EZM zur Erhöhung der zellulären Strahlenresistenz 
beiträgt, zeigen zahlreiche Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Cordes und Meineke, 2003; 
Eke et al., 2009; Eke et al., 2006; Eke et al., 2007; Hehlgans et al., 2007; Hehlgans et al., 
2008; Hehlgans et al., 2009b; Sandfort et al., 2007). Die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen, die erklären, wie die zelluläre Strahlenempfindlichkeit in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen beeinflusst wird, sind bisher nur unvollständig bekannt und 
wurden deshalb im Rahmen dieser Arbeit analysiert. 
Das klonogene Überleben von A549 und UTSCC-15 Tumorzellen zeigt in Abhängigkeit 
der Wachstumsbedingungen deutliche Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit. Zellen 
in 3D sind signifikant strahlenresistenter als in 2D. In früheren Studien der Gruppe konnte 
gezeigt werden, dass die Anheftung von 2D Zellen an Matrixproteine im Gegensatz zu 
unbeschichteten Zellkulturschalen das Zellüberleben deutlich erhöht (Cordes et al., 2002; 
Cordes et al., 2003; Eke et al., 2006). Zell-Matrix-Interaktionen bestimmen somit als ein 
wesentlicher Faktor die zelluläre Strahlenempfindlichkeit (Cordes und Meineke, 2003; 
Damiano et al., 1999; Sandfort et al., 2007). Die Adhäsion an Proteine der EZM wird 
hauptsächlich durch Integrine vermittelt (Hynes, 2002). Wie bereits beschrieben, sind 3D 
Zellen im Gegensatz zu 2D von allen Seiten von der EZM umgeben und können auf diese 
Weise über Integrine der gesamten Zelloberfläche mit der Matrix interagieren (Larsen et 
al., 2006). Durch Integrin-assoziierte Adaptorproteine und über verschiedene Signalwege 
kann dieses extrazelluläre Signal ins Zellinnere weitergeleitet werden und dadurch das 
Zellüberleben beeinflussen. Mehrere Studien an normalen Fibroblasten konnten zeigen, 
dass im Vergleich zu 2D das 3D Zellwachstum zu deutlichen Veränderungen der 
verwendeten Integrinuntereinheiten auf der Zelloberfläche sowie der Integrin-vermittelten 
Signaltransduktion führt (Cukierman et al., 2001; Cukierman et al., 2002; Larsen et al., 
2006). Neben diesen Effekten könnte die Interaktion zwischen EZM, 
Zytoskelettbestandteilen und Proteinen der nukleären Matrix zu Veränderungen der 
Chromatinkondensation und damit der Genexpression führen, einer weiteren wichtigen 
Einflussgröße der zellulären Strahlenempfindlichkeit.  
Deutliche Unterschiede in der Expression verschiedener Gene, wie p53, Bcl-2 und 
Ras, zeigt die cDNA-Microarray Analyse in strahlenresistenten versus -empfindlichen 
Tumorentitäten (Biard et al., 1994; Lee et al., 1999; Ogawa et al., 2007; Sklar, 1988). In 
einer Studie von Guo et al. wurden in diesem Zusammenhang zwei verschiedene 
Bronchialkarzinomzelllinien (A549 und NCI-H446) mit unterschiedlicher 
Strahlenempfindlichkeit verglichen (Guo et al., 2005). Die Daten zeigen eine 




strahlenresistenten A549 Zellen. Außerdem konnten Gene identifiziert werden, die an der 
DNA-Reparatur beteiligt sind. In diesem Fall wurde in Abhängigkeit der Strahlenresistenz 
eine erhöhte Expression der Gene für XRCC5 und DNA-PK nachgewiesen (Guo et al., 
2005). Unterschiede in der Genexpression könnten demnach auch die unterschiedliche 
Strahlenempfindlichkeit der in dieser Arbeit verwendeten A549 und UTSCC-15 
Tumorzellen unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen erklären. Der Vergleich der 
Genexpressionsprofile mittels cDNA-Microarray Analyse in dieser Arbeit zeigte 
Unterschiede in der basalen Genexpression, allerdings sind davon hauptsächlich 
Signalwege betroffen, die an der Regulation von Zellgröße, Zell-Zell-Kontakten und 
Integrin-vermittelter Zell-Adhäsion beteiligt sind. Ein Zusammenhang mit DNA-Reparatur 
oder Stressantwort konnte in diesem Modell im Gegensatz zur o.g. Studie nicht gezeigt 
werden (Cordes et al., unveröffentlichte Daten). 
Einen weiteren kritischen Faktor der zellulären Strahlenempfindlichkeit stellt die 
Versorgung mit Sauerstoff dar. Unter anoxischen Wachstumsbedingungen sind Zellen 
strahlenresistenter als unter oxischen (Hall und Giaccia, 2006; Steel, 2002). Als 
Hypoxiemarker wurde HIF-1α untersucht, das unter Stressbedingungen, wie z.B. einer 
Unterversorgung mit Sauerstoff (Hypoxie), induziert wird (Iyer et al., 1998; Lee et al., 
2004). Obwohl eine deutlich erhöhte HIF-1α-Expression in 3D Zellkulturen innerhalb der 
ersten 24 h nachgewiesen werden konnte, deutet diese nicht auf hypoxische 
Wachstumsbedingungen hin. Vielmehr könnte es sich um eine Reaktion handeln, die 
durch das Einbringen der Zellen in die 3D Matrix ausgelöst wird. Die Daten zeigen 
weiterhin, dass es sich bei der erhöhten HIF-1α-Induktion um ein vorübergehendes 
Phänomen handelt. Denn die HIF-1α-Expression ist bereits nach 48-stündiger 3D 
Zellkultur fast vollkommen verschwunden. Außerdem konnte ein Unterschied im 
Zellüberleben nach Bestrahlung zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Aussäen in 
Abhängigkeit der unterschiedlich starken HIF-1α-Expression ausgeschlossen werden. 
Parallel zu diesen Beobachtungen zeigten cDNA-Microarray Analysen ebenfalls keine 
Induktion Hypoxie-relevanter Gene unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen. 
Betrachtet man einen weiteren entscheidenden Parameter des Zellüberlebens nach 
Bestrahlung, die Anzahl radiogener DSB, so zeigen die hier dargestellten 
Untersuchungen, dass bestrahlte Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen signifikant 
weniger rDSB besitzen als in 2D. Im Einklang mit zahlreichen Studien in normalen 
humanen Fibroblasten (Dikomey und Brammer, 2000; Dikomey et al., 1998; Kasten-
Pisula et al., 2005; Wurm et al., 1994) konnte außerdem eine signifikante Korrelation 
(R2 = 0,9509, p < 0,0002) zwischen dem klonogenen Zellüberleben und der Anzahl rDSB 




geringere Anzahl rDSB eine erhöhte Strahlenresistenz der Tumorzellen unter 3D 
Wachstumsbedingungen zur Folge hat und vice versa.  
Die Anzahl der DSB wurde im Rahmen dieser Untersuchungen mit dem Foci Assay 
bestimmt. Diese etablierte Methode zur Analyse von DSB beruht auf einer 
Immunfluoreszenzfärbung mit Antikörpern gegen die phosphorylierte Histonvariante γ-
H2AX und das DNA-Reparaturprotein 53BP1 (Kinner et al., 2008; Rothkamm und Lobrich, 
2003). Während das Histon H2AX bereits wenige Minuten nach Bestrahlung im Bereich 
des DNA-Schadens durch Proteinkinasen, wie ATM, phosphoryliert wird, bindet 53BP1 
unabhängig von diesen Phosphorylierungsereignissen an den DSB (Misteli und 
Soutoglou, 2009). Damit ermöglicht der Nachweis dieser Proteine die indirekte 
Quantifizierung der DSB (Kinner et al., 2008). Studien zeigen, dass die Anzahl an γ-H2AX 
Foci mit der Anzahl an DSB korreliert und mit den Ergebnissen älterer physikalischer 
Methoden, wie der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), übereinstimmen (Kinner et al., 
2008; Rothkamm und Lobrich, 2003). Ein Vorteil des Foci Assays gegenüber der PFGE 
ist die Messung von DSB in einem physiologisch und therapeutisch relevanten 
Dosisbereich unterhalb von 5 Gy, was mit der PFGE nicht möglich ist (Rothkamm und 
Lobrich, 2003). Allerdings wird mit dem Foci Assay nicht der physikalische DNA-Schaden 
an sich betrachtet, sondern vielmehr die metabolischen Ereignisse, die am DSB 
stattfinden und zur Reparatur beitragen (Kinner et al., 2008). Bei der Interpretation der 
Ergebnisse des Foci Assays ist deshalb zu beachten, dass die Kinetik der Foci und die 
tatsächliche Beseitigung des physikalischen DSBs verschieden sein können, denn obwohl 
der DSB bereits repariert ist, könnte der entsprechende DNA-Bereich weiterhin mit γ-
H2AX markiert sein und vice versa (Kinner et al., 2008).  
Dass der Foci Assay für die Analyse strahleninduzierter rDSB im Rahmen dieser Arbeit 
geeignet ist, zeigt die signifikante Korrelation zwischen Zellüberleben und rDSB. Um 
diesen Zusammenhang zu bekräftigen, wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen 
außerdem die Anzahl letaler Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung in 
Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen analysiert. Denn fehlerhaft oder nicht 
reparierte DSB führen zur Ausbildung von Chromosomenaberrationen, die letal für die 
Zellen sind (Hall und Giaccia, 2006). In zahlreichen Studien an Normal- und Tumorzellen 
konnte dieser Zusammenhang bereits gezeigt werden (Bedford und Cornforth, 1987; 
Borgmann et al., 2004; Borgmann und Dikomey, 1997; Dikomey et al., 2003; Dikomey 
und Brammer, 2000; Schwartz, 1992). Die Daten dieser Arbeit zeigen in Abhängigkeit der 
Zellkulturbedingungen, dass parallel zur geringeren Anzahl rDSB, bestrahlte Zellen in 3D 
signifikant weniger letale Chromosomenfragmente besitzen und dadurch ein höheres 




Doch warum verbleiben unter 3D Wachstumsbedingungen weniger rDSB in den 
Zellen? Hierzu wurde die Reparaturkinetik strahleninduzierter DSB unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen verglichen. Die Daten zeigen bei einer in 2D und 3D 
vergleichbaren Reparaturkinetik eine signifikant geringere Anzahl induzierter DSB 0,5 h 
nach Bestrahlung unter 3D Wachstumsbedingungen im Vergleich zu 2D. Verschiedene 
Untersuchungen an Normal- und Tumorzelllinien haben ergeben, dass auch die Anzahl 
strahleninduzierter DSB mit der Strahlenempfindlichkeit korreliert werden kann (El-Awady 
et al., 2003; Foray et al., 1998; Peacock et al., 1992; Radford, 1986; Ruiz de Almodovar et 
al., 1994). Somit könnte die geringere Anzahl strahleninduzierter DSB in 3D im Vergleich 
zu 2D für die erhöhte Strahlenresistenz verantwortlich sein.  
Die unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit verschiedener Tumorzellen könnte 
wiederum von der Chromatinstruktur beeinflusst werden (Barone et al., 1989; Ruiz de 
Almodovar et al., 1994; Woudstra et al., 1998). Denn kondensiertes Chromatin scheint die 
DNA im Gegensatz zu dekondensiertem Chromatin durch die Interaktion mit Histon- bzw. 
Nicht-Histonproteinen vor der Induktion strahleninduzierter DNA-Schäden zu schützen 
(Newman et al., 2000; Oleinick et al., 1994). Allerdings gibt es in der Literatur auch 
gegensätzliche Arbeiten, die zeigen, dass es zwischen der DSB-Induktion und der 
Chromatindichte keinen Zusammenhang gibt (Brenner und Ward, 1992; Ward, 1994). 
Damit ist es anhand der Daten nicht möglich, den Zusammenhang zwischen DSB-
Induktion und Zellüberleben eindeutig auf wachstumsbedingte Unterschiede der 
Chromatindichte zurückzuführen. Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit einen deutlichen 
Unterschied in der Anzahl strahleninduzierter DSB in Abhängigkeit der Chromatindichte 
unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen zeigen.  
Parallel zur geringeren DSB-Induktion unter 3D Wachstumsbedingungen konnte 
weiterhin eine signifikant geringere strahleninduzierte Phosphorylierung von ATM S1981 
gezeigt werden. Die Proteinkinase ATM gehört zu den zentralen Proteinen der DNA-
Reparaturmaschinerie und kann u.a. H2AX phosphorylieren (Shiloh, 2003). Der 
Mechanismus der ATM S1981-Phosphorylierung wurde in zahlreichen Studien untersucht 
und eine mögliche Ursache der ATM-Aktivierung könnte die Veränderung der 
Chromatinstruktur durch die DSB-Induktion sein. Die Untersuchungen von Bakkenist und 
Kastan zeigen, dass bereits durch eine geringe Strahlendosis von 0,5 Gy über 50 % aller 
ATM-Moleküle innerhalb von 5 min phosphoryliert werden (Bakkenist und Kastan, 2003). 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigen, dass die ATM-
Gesamtexpression in 2D und 3D vergleichbar ist. Entsprechend den Daten von Bakkenist 
und Kastan würde dies bedeuten, dass alle ATM-Moleküle unabhängig der signifikant 
geringeren Anzahl strahleninduzierter DSB in 3D durch die Bestrahlung mit 6 Gy aktiviert 




2D? Die Ursache hierfür könnte in der signifikant erhöhten basalen ATM S1981-
Phosphorylierung in unbestrahlten 3D Zellen liegen. Wenn ATM durch Veränderungen in 
der Chromatindichte aktiviert wird, könnte das Einbringen der Zellen in eine 3D Matrix, 
ähnliche der HIF-1α-Induktion, zu einer erhöhten ATM S1981-Phosphorylierung führen. 
Wie bereits gezeigt wurde, führt 3D Zellwachstum zu raschen Veränderungen der 
Zellmorphologie, Zytoskelettarchitektur, nukleären Organisation und 
Chromatinkondensation. Ähnliche Beobachtungen konnten von Bakkenist und Kastan 
gemacht werden, wenn Zellen unter hypotonischen Bedingungen gehalten wurden. Dabei 
kam es ebenfalls zu Veränderungen der Chromatinstruktur und zur ATM-Aktivierung 
(Bakkenist und Kastan, 2003).  
Aufgrund der erhöhten basalen Phosphorylierung von ATM S1981 in 3D könnte es 
durch die Bestrahlung nur zu einer geringen zusätzlichen ATM S1981-Phosphorylierung 
im Vergleich zu 2D kommen. Dieser Erklärungsansatz wird durch die Daten der ATM 
S1981-Phosphorylierung nach einer fünftägigen Wachstumszeit unter 2D und 3D 
Zellkulturbedingungen unterstützt. Denn im Vergleich zu den oben beschriebenen 
Ergebnissen nach einer 24-stündigen Inkubationszeit sind basale und strahleninduzierte 
ATM S1981-Phosphorylierung nach fünf Tagen in 2D und 3D gleich. Nach fünf Tagen 
könnten sich die Zellen an die 3D Wachstumsbedingungen und die damit verbundene 
Veränderung der Chromatinstruktur adaptiert haben und zeigen dadurch keine erhöhte 
basale ATM-Expression sowie ATM S1981-Phosphorylierung mehr. Im Gegensatz dazu 
ist der Unterschied in der Anzahl strahleninduzierter und rDSB genau wie nach 24 h in 3D 
signifikant geringer als in 2D. Mit diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen, in Assoziation mit einer erhöhten 
Chromatinkondensation aber unabhängig von ATM, strahlenresistenter sind und weniger 
strahleninduzierte und rDSB besitzen als in 2D. 
Die DSB-Induktion nach Exposition mit ionisierender Strahlung führt nicht nur zur 
Aktivierung der DNA-Reparaturkaskade, sondern auch der Zellzykluskontrolle. Dadurch 
kommt es in Abhängigkeit der Strahlendosis zum Anhalten der Zellen während der G2-
Phase (Yamada und Puck, 1961). Dies konnte in dieser Arbeit allerdings nur in 2D Zellen 
12 h nach Bestrahlung mit 6 Gy nachgewiesen werden. Unter 3D 
Wachstumsbedingungen wurde der für 2D wachsende Zellen charakteristische G2-Block 
nicht beobachtet. Die zugrundeliegenden Mechanismen für diesen Unterschied zwischen 
2D und 3D sind bisher nicht bekannt. Auffallend ist in diesem Zusammenhang, dass sich 
Zellen unter 2D und 3D Zellkulturbedingungen bereits 24 h nach dem Ausbringen in der 
Zellzyklusverteilung voneinander unterscheiden. Während der Anteil an G2/M-Phase 
Zellen unabhängig der Wachstumsbedingungen gleich ist, befinden sich im Vergleich zu 




Phase. Die molekularen Mechanismen dieser deutlich unterschiedlichen 
Zellzyklusverteilung in 3D versus 2D sind noch unklar. Naheliegend ist jedoch, dass die 
Wachstumssignale durch die unterschiedliche Zellmorphologie intrazellulär verschieden 
weitergeleitet werden. Betrachtet man die Zusammenhänge zwischen 
Strahlenempfindlichkeit und Zellzyklusverteilung, ist bekannt, dass Zellen in der G2- oder 
M-Phase strahlensensibler sind als in der G1- oder S-Phase (Terzoudi und Pantelias, 
1997). Dieser Effekt wird unter anderem auf Unterschiede in der Chromatindichte in den 
verschiedenen Zellzyklusphasen zurückgeführt (Terzoudi und Pantelias, 1997). Die 
Untersuchung der Zellzyklusverteilung über einen Zeitraum von fünf Tagen hat u.a. 
gezeigt, dass es zu einer Annäherung der Zellzyklusverteilung unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen kommt. Da der Anteil an strahlenempfindlichen G2-Phase Zellen 
in 2D und 3D gleich ist und der Zellkulturmodell-abhängige Unterschied in der Anzahl 
rDSB auch nach fünf Tagen bestehen bleibt, kann die unterschiedliche 
Zellzyklusverteilung als wesentliche Einflussgröße der geringeren Strahlenempfindlichkeit 
in 3D ausgeschlossen werden.  
Die Analyse des G2-Blocks zeigt allerdings klar, dass es in Abhängigkeit der 
Zellkulturmodelle und aufgrund der veränderten Chromatindichte und Genexpression 
Unterschiede in der Regulation des Zellzykluses gibt. Um dies zu unterstreichen wurde 
die Expression von p53 und p21, zwei Proteinen des G1-Blocks, untersucht. Während die 
p53-Expression und die strahleninduzierten Phosphorylierung von p53 an Serin 15 in 2D 
und 3D vergleichbar sind, zeigten sich deutliche Unterschied in der p21-Expression nach 
Bestrahlung. Damit konnte gezeigt werden, dass es in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen deutliche Unterschiede in der Regulation des Zellzykluses gibt. 
6.3 Zelluläre Strahlenempfindlichkeit nach genetischer 
und pharmakologischer Hemmung von 
Histondeacetylasen 
 
Nachdem gezeigt wurde, dass sich Zellkulturmodell-bedingte Veränderungen der 
Zellmorphologie auf Zytoskelettarchitektur, Chromatindichte und Genexpression 
auswirken und damit die zelluläre Strahlenempfindlichkeit beeinflussen können, wurde im 
Folgenden der zugrunde liegende molekulare Mechanismus näher untersucht. 
Die Chromatinkondensation ist abhängig von diversen Histonmodifikationen, wobei die 
Acetylierung am besten untersucht ist und durch die dynamische Interaktion von HDAC 
und HAT moduliert wird (de Ruijter et al., 2003). Während HAT Acetylreste auf Histone 
übertragen und das Chromatin dadurch aufgelockert wird, entfernen HDAC diese Reste 




Die humanen HDAC werden entsprechend ihrer Sequenzhomologie in vier Klassen 
unterteilt, wobei nur die Enzyme der Klassen I, II und IV als „klassische“ HDAC 
bezeichnet werden (Gregoretti et al., 2004; Mottet und Castronovo, 2008; Witt et al., 
2009). Die chromatinmodifizierenden Eigenschaften von HDAC 1 und 2 (Klasse I) sowie 
HDAC 4 (Klasse II) wurden bereits in verschiedenen Studien im Zusammenhang mit der 
Reparatur strahleninduzierter DSB beschrieben (Goodarzi et al., 2008; Kao et al., 2003). 
Da eine fehlerhafte Regulation der HDAC oft im Zusammenhang mit der Initiation und 
Progression von Tumorerkrankungen beobachtet wurde (Fenrick und Hiebert, 1998; 
Glozak und Seto, 2007; Mottet und Castronovo, 2008; Pandolfi, 2001), stellt diese 
Enzymklasse ein potentes Zielmolekül für die Krebstherapie dar (Marks et al., 2001; 
Mottet und Castronovo, 2008). Zahlreiche HDAC-Inhibitoren wurden innerhalb der letzten 
Jahre entwickelt und ihre strahlensensibilisierenden Effekte konnten bereits in mehreren 
Studien an verschiedenen Zelllinien beschrieben werden (Arundel et al., 1985; 
Camphausen et al., 2004; Camphausen et al., 2005; Geng et al., 2006; Karagiannis et al., 
2005; Munshi et al., 2005; Zhang et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurden HDAC 1, 
2 und 4 durch siRNA-vermittelten Knockdown herunterreguliert bzw. alle Klasse I und II 
HDAC durch den pharmakologischen Inhibitor LBH589 (Novartis Pharma AG, CH) 
gehemmt (Geng et al., 2006). Dieser Inhibitor wird bereits in klinischen Phase I Studien 
getestet (de Schutter et al., 2009; Giles et al., 2006).  
Folgende Effekte konnten durch das gleichzeitige Ausschalten aller drei HDAC mittels 
siRNA sowie die HDAC-Hemmung durch LBH589 beobachtet werden. Beide Methoden 
führen unabhängig der Wachstumsbedingungen zu einer effizienten Histon H3-
Hyperacetylierung und einer geringeren HP1-α-Expression. Während der Dreifach-
Knockdown von HDAC 1+2+4 weder unter 2D noch 3D Wachstumsbedingungen eine 
Erhöhung der zellulären Strahlenempfindlichkeit zeigte, reagierten A549 Zellen nach 
LBH589-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle Zellkulturmodell-unabhängig signifikant 
empfindlicher nach Exposition mit ionisierender Strahlung. Obwohl beide Methoden zu 
einer deutlichen Hyperacetylierung und somit zu einer Veränderung der 
Chromatinkondensation führten, zeigte nur LBH589 einen signifikanten Einfluss auf die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit.  
Verschiedene Ursachen könnten dafür verantwortlich sein: (1) Die Hyperacetylierung 
nach HDAC 1+2+4 Knockdown umfasst Chromatinbereiche, die für die Prozessierung von 
radiogenen DSB nicht relevant sind und dadurch das klonogene Zellüberleben nicht 
beeinflussen. Aufgrund des breiten LBH589-Spektrums führt die Inhibierung aller Klasse I 
und II HDAC zu einer Hyperacetylierung des gesamten Chromatins. Dies bewirkt 
wiederum die Ausbildung einer weniger dicht gepackten, transkriptionell aktiven 




als in dicht gepacktem Chromatin (Karagiannis et al., 2005) und das erhöht wiederum die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit der Zellen. (2) Weiterhin wäre es vorstellbar, dass der 
Dreifach-Knockdown von HDAC 1+2+4 durch die in der Zelle verbleibenden funktionellen 
HDAC ausgeglichen werden kann. Die geringfügig erhöhte Acetylierung könnte demnach 
nicht ausreichen, um das Chromatin entsprechend stark zu dekondensieren und so die 
Strahlenempfindlichkeit zu modulieren. (3) Histondeacetylasen besitzen nicht nur nukleäre 
sondern auch zytoplasmatische Funktionen und sind in der Lage auch Nicht-
Histonproteine zu acetylieren (Glozak et al., 2005). Damit wäre es möglich, dass 
verschiedene HDAC an der Regulation wichtiger zellulärer Prozesse beteiligt sind. 
Untersuchungen haben gezeigt, dass neben p53 (Cuddihy und Bristow, 2004; Ito et al., 
2002) auch die Proteinkinase ATM (Kim et al., 1999; Kim et al., 2004) acetyliert werden 
kann. Die HDAC-Inhibierung kann somit die Reparatur strahleninduzierter DSB sowie die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit entscheidend modulieren (Camphausen et al., 2004; 
Karagiannis et al., 2005; Stoilov et al., 2000). Eine strahleninduzierte ATM S1981-
Phosphorylierung nach HDAC-Hemmung konnte nur in Zusammenhang mit dem Inhibitor 
unter 2D Wachstumsbedingungen, aber nicht in 3D oder nach HDAC siRNA Knockdown 
nachgewiesen werden. (4) Des Weiteren ist nicht bekannt, ob HDAC-Inhibitoren 
tatsächlich nur HDAC inaktivieren oder auch gegenüber anderen Enzymklassen wirken. 
Die beobachtete Strahlensensibilisierung könnte demnach HDAC-unabhängige Ursachen 
haben, je nachdem welche Enzyme zusätzlich gehemmt werden. LBH589 gehört zu den 
Pan-Inhibitoren, die vorwiegend, jedoch nicht ausschließlich, gegen HDAC der Klasse I 
und II gerichtet sind (Glaser, 2007). 
Die Daten zeigen, dass HDAC 1, 2 und 4 chromatinverändernde Eigenschaften 
besitzen, aber alleine sowie in der Dreifachkombination nicht in der Lage sind, das 
klonogene Zellüberleben zu modulieren, wohingegen der HDAC-Inhibitor LBH589 durch 
Veränderung der Chromatindichte ein strahlensensibilisierendes Potential besitzt.  
Die erhöhte Strahlenempfindlichkeit sowie die Korrelation zwischen dem klonogenen 
Zellüberleben und der Anzahl rDSB nach Behandlung mit verschiedenen LBH589-
Konzentrationen in Kombination mit Bestrahlung konnte sowohl unter 2D als auch 3D 
Wachstumsbedingungen beobachtet werden. Allerdings besteht eine deutliche 
Diskrepanz zwischen diesen beiden Parametern der zellulären Strahlenempfindlichkeit in 
Abhängigkeit der verwendeten Zellkulturmodelle. Dieser Unterschied zwischen 2D und 3D 
könnte auf verschiedene Ursachen zurückzuführen sein. Wie bereits gezeigt werden 
konnte, unterscheiden sich 2D und 3D Zellen deutliche in der Chromatindichte. Dies 
könnte die Zugänglichkeit und damit die Wirkung des Inhibitors in Abhängigkeit des 
Zellkulturmodells beeinflussen. LBH589 bewirkt zwar eine Hyperacetylierung und damit 




allerdings könnte sich das Muster der Chromatinkondensierung deutlich unterscheiden, 
da die Ausgangssituation der Chromatindichte in 2D und 3D verschieden ist. Es ist 
weiterhin unbekannt, ob in 2D und 3D die gleichen DNA-Bereiche dekondensiert werden 
oder ob die Auswahl zufällig geschieht. Demnach wäre es ebenso möglich, dass es zu 
Unterschieden in der Genexpression kommt, die wiederum das Zellüberleben in 3D 
stärker beeinflussen als in 2D.  
Doch warum ist die Anzahl LBH589-induzierter rDSB in Kombination mit Bestrahlung in 
3D geringer? Auch dieser Effekt könnte auf die unterschiedliche Chromatindichte 
zurückgeführt werden. Wenn es in 3D aufgrund der stärker kondensierten 
Chromatindichte zu einer geringeren LBH589-vermittelten Deacetylierung im Vergleich zu 
2D kommt, würde dies auch die geringere Anzahl LBH589-induzierter rDSB in 3D im 
Vergleich zu 2D erklären. Denn wie bereits anhand der Daten dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte, werden umso weniger DSB induziert, je kondensierter das Chromatin ist. 
Ausgehend von einer ähnlichen Reparaturkinetik in 2D und 3D spiegelt sich dieser 
Zusammenhang letztendlich auch in der Anzahl rDSB wider. Es konnte weiterhin nur in 
2D eine deutlich erhöhte LBH589-vermittelte ATM S1981-Phosphorylierung nach 
Bestrahlung nachgewiesen werden. Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass die 
Proteinkinase ATM mit HDAC interagiert und damit an der Regulation der 
Chromatinverpackung beteiligt ist (Kim et al., 1999; Kim et al., 2004). Im Umkehrschluss 
kann die HDAC-Inhibierung durch die Veränderung der Chromatinstruktur auch die ATM 
S1981-Phosphorylierung beeinflussen und somit die Unterschiede in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen erklären. Die Behandlung von 2D und 3D gewachsenen Zellen 
mit dem HDAC-Inhibitor LBH589 könnte somit zu qualitativen Unterschieden in der 
Chromatindekondensierung führen, die wiederum für die erhöhte Strahlenempfindlichkeit 
und die geringere Anzahl rDSB in 3D gegenüber 2D verantwortlich sind.  
Diese Untersuchungen der grundlegenden molekularen Mechanismen der 
unterschiedlichen zellulären Strahlenempfindlichkeit in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen haben gezeigt, dass die Zellkulturmodell-bedingte Modulation 




6.4 Verteilung strahleninduzierter DNA-
Doppelstrangbrüche in Abhängigkeit der 
Chromatindichte 
 
Die bisherigen Ergebnisse der erhöhten Strahlenresistenz in 3D wurden bereits im 
Kontext einer erhöhten Chromatinkondensation unter Beteiligung 
chromatinmodifizierender HDAC betrachtet. Im Folgenden wird dieser Zusammenhang 
hinsichtlich der Verteilung und Reparatur strahleninduzierter DSB in Abhängigkeit der 
Chromatindichte diskutiert. Die Untersuchung der Chromatinmarker Histon H3-
Acetylierung und HP1-α-Expression haben gezeigt, dass Zellen in 3D stärker 
kondensiertes Chromatin besitzen als in 2D. Die Chromatinstruktur wird entsprechend des 
Kondensierungsgrades in Hetero- (HC) und Euchromatin (EC) unterteilt (Grewal und Jia, 
2007). Anhand der Daten dieser Arbeit scheint der Anteil an HC unter 3D 
Wachstumsbedingungen deutlich höher zu sein gegenüber 2D.  
Die Chromatinkondensation stellt eine wichtige Einflussgröße der zellulären 
Strahlenempfindlichkeit dar und verschiedene Studien interpretieren die verminderte 
Reparatur strahleninduzierter DSB im dichter gepackten HC, durch eine erschwerte 
Zugänglichkeit von Reparaturproteinen an den DNA-Schaden (Cowell et al., 2007; 
Karagiannis und El-Osta, 2007; Kim et al., 2007). Demnach sollten Zellen mit stärker 
kondensiertem Chromatin radiogene DSB weniger effizient reparieren und somit 
strahlenempfindlicher reagieren als Zellen mit weniger kondensiertem Chromatin. Diese 
Hypothese konnte allerdings anhand der Daten der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt 
werden. Vielmehr zeigten 3D Zellen mit einer stärkeren Chromatinkondensation ein 
deutlich höheres Zellüberleben im Vergleich zu 2D. Die Strahlenresistenz in 3D korrelierte 
außerdem mit einer geringeren Anzahl rDSB sowie letalen Chromosomenaberrationen.  
Zahlreiche Studien zeigen, dass der Foci Assay zur Analyse von Foci im HC kritisch zu 
bewerten ist, da die γ-H2AX-Phosphorylierung in kondensierten DNA-Bereichen 
vermindert ist (Cowell et al., 2007; Karagiannis und El-Osta, 2007; Kim et al., 2007). Im 
Gegensatz dazu zeigten Goodarzi et al., dass es in Abhängigkeit von ATM zu einer 
lokalen Dekondensierung des HCs kommt, was die γ-H2AX-Phosphorylierung und damit 
die Reparatur HC-assoziierter DSB ermöglicht (Goodarzi et al., 2008). Um den Einfluss 
der Chromatinkondensation für die Reparatur strahleninduzierter DSB besser verstehen 
zu können, war es deshalb von großem Interesse diese Fragestellung im 3D 
Zellkulturmodell zu untersuchen und die Ergebnisse mit 2D und dem 
Xenografttumormodell zu vergleichen. 
Während in murinen Zellen heterochromatische DNA-Bereiche in DAPI-gefärbten 




(Guenatri et al., 2004), besitzen humane Zellen eine andere Verteilung von HC und EC im 
Zellkern. Damit sind für diese Untersuchungen Chromatinmarker erforderlich, um 
verschiedene Chromatinkompartimente zu unterscheiden. Verschiedene Proteine, wie 
methyl-H3K9, CENP-A, KAP-1 und HP1-α,  sind dafür bekannt, dass sie mit 
heterochromatischen DNA-Bereichen assoziiert sind (Goodarzi et al., 2008).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus diesem Grund A549 Zellen mit einem 
Expressionsplasmid transfiziert, welches für das HP1-α-EGFP-Fusionsprotein kodiert. 
Obwohl die HP1-α-EGFP-Expression im Western Blot keine Unterschiede zwischen 2D 
und 3D zeigte, konnte anhand der Messung der HP1-α-EGFP Fluoreszenzintensität eine 
Zunahme an HC unter 3D Wachstumsbedingungen im Vergleich zu 2D bestätigt werden. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass HP1-α-EGFP mit methyl-H3K9, einem weiteren 
Marker für HC, kolokalisiert und deshalb für die Untersuchungen radiogener DNA-
Doppelstrangbrüche in Abhängigkeit der Chromatindichte verwendet werden konnte.  
Um die Verteilung der DSB im HC und EC quantifizieren zu können, wurde zunächst 
der Foci Assay in den Transfektanten durchgeführt und anschließend alle γ-H2AX Foci als 
HC-Foci bezeichnet, die mit einem HP1-α-EGFP-positiven Bereich assoziiert waren. Alle 
anderen Foci wurden als EC-Foci definiert (Goodarzi et al., 2008). Interessanterweise 
konnten 0,5 h nach Bestrahlung mit 1 Gy unabhängig der Zellkulturbedingungen 20 % der 
induzierten Foci heterochromatischen DNA-Bereichen zugeordnet werden. Diese Daten 
korrelieren mit einer Studie an murinen Zellen, die gezeigt hat, dass etwa 25 % der 
induzierten DSB im HC liegen. Dies lässt auf eine stochastische Verteilung der DSB im 
gesamten Genom schließen (Goodarzi et al., 2008), denn das humane Genom besteht zu 
10-25 % aus heterochromatischen DNA-Bereichen (Miklos und John, 1979). Diese 
Ergebnisse entsprechen allerdings nicht der Hypothese, dass Zellen in 3D mehr HC 
besitzen als in 2D. In diesem Fall wäre zu erwarten gewesen, dass der prozentuale Anteil 
an strahleninduzierten HC-Foci in 3D deutlich höher wäre als in 2D. Die Daten zeigen 
hingegen, dass das Verhältnis von strahleninduzierten HC- zu EC-Foci in 2D und 3D 
gleich ist, während allerdings die Gesamtanzahl radiogener DSB 0,5 h nach Bestrahlung 
in Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen und somit der Chromatinkondensation 
deutlich variiert.  
In der Literatur gibt es widersprüchliche Erkenntnisse zur Induktion radiogener DSB in 
Abhängigkeit der Chromatinkondensation. Während zum einen gezeigt wurde, dass es 
zwischen der DSB-Induktion und der Chromatindichte keinen Zusammenhang gibt 
(Brenner und Ward, 1992; Ward, 1994), beschreiben andere Arbeiten, dass Unterschiede 
zwischen den Chromatinkompartimenten in der Fähigkeit Radikale einzufangen, die 
zelluläre Strahlenempfindlichkeit beeinflussen (Newman et al., 2000; Oleinick et al., 1994; 




Zellmodell 0,5 h nach Bestrahlung insgesamt deutlich weniger DSB induziert werden, je 
höher der Anteil an HC in den Zellen ist. Dies könnte bedeuten, dass die erhöhte 
Chromatindichte in 3D eine Schutzfunktion ausübt, die für die erhöhte Strahlenresistenz 
unter 3D Wachstumsbedingungen verantwortlich zu sein scheint. 
Betrachtet man des Weiteren die Reparaturkinetik von strahleninduzierten HC- und 
EC-Foci in 2D und 3D, zeigten ausschließlich 3D Zellen einen signifikanten Unterschied in 
Abhängigkeit der Chromatinkompartimente. Dies könnte darauf hindeuten, dass Zellen mit 
kondensiertem Chromatin strahleninduzierte DSB im HC weniger effizient reparieren als 
im EC. Eine Reparatur der HC-Foci ist aber möglich und könnte durch die lokale 
Dekondensation des HCs in der Nähe des DSBs erfolgen (Goodarzi et al., 2008). 
Dadurch können Reparaturproteine im HC rekrutiert werden, die zu einer γ-H2AX-
Phosphorylierung und somit der Reparatur des DSBs führen (Goodarzi et al., 2008; Kim 
et al., 2007; Kruhlak et al., 2006). 
Die Transfektanten zeigten parallel zu den bereits diskutierten Zellkulturmodell-
bedingten Unterschieden 24 h nach Bestrahlung signifikant weniger rDSB in 3D im 
Vergleich zu 2D. Ausgehend von den bisherigen Beobachtungen zum Verhältnis von 
strahleninduzierten HC- und EC-Foci sowie deren Reparaturkinetiken in 2D und 3D, wäre 
für Zellen in 2D zu erwarten gewesen, dass 24 h nach Bestrahlung mit höheren 
Strahlendosen ebenfalls etwa 20 % der rDSB im HC lokalisiert sind. Interessanterweise 
konnte ein deutlicher Dosiseffekt nachgewiesen werden. Während in unbestrahlten Zellen 
und bei niedrigen Dosen das Verhältnis von HC- zu EC-Foci annähernd gleich verteilt ist, 
nimmt der Anteil an Foci im HC mit zunehmender Dosis ab. Nach einer Bestrahlung mit 4 
Gy liegt der Anteil an residuellen HC-Foci bei etwa 28 % und entspricht damit etwa der 
erwarteten Verteilung.  
Da HC-Foci in 3D deutlich langsamer repariert werden als im EC, könnte man 
erwarten, dass der Anteil an HC-Foci 24 h nach der Bestrahlung deutlich erhöht ist. Die 
erhobenen Daten bestätigen diese Vermutung, denn in 3D entspricht das Verhältnis von 
HC-zu EC-Foci einer 1:1 Verteilung. Demnach konnten nach einer Strahlendosis von 4 Gy 
24 h nach Bestrahlung etwa 52 % der Foci im HC nachgewiesen werden. Damit besitzen 
Zellen in 3D insgesamt weniger rDSB, allerdings befinden sich signifikant mehr dieser 
Foci im HC im Vergleich zu 2D. Da Zellen unter 3D Wachstumsbedingungen 
strahlenresistenter sind, kann man aus diesen Daten schlussfolgern, dass die zelluläre 
Strahlenempfindlichkeit weniger durch die Lokalisation der DSB im HC oder EC bestimmt 
wird, sondern durch die Gesamtanzahl rDSB. Des Weiteren konnte parallel zu anderen 
Studien gezeigt werden, dass DSB in stärker kondensiertem Chromatin langsamer 
repariert werden als in weniger dichtem Chromatin (Goodarzi et al., 2008). Dies könnte 




Inwieweit die Induktion von DSB durch die Kondensierung des Chromatins beeinflusst 
wird, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig beantwortet werden. Allerdings weisen die 
Daten darauf hin, dass in stärker kondensiertem Chromatin weniger DSB induziert werden 
als in dekondensiertem Chromatin. Damit verbleiben in der Zelle weniger rDSB und die 
Zellen sind deutlich strahlenresistenter als in 2D mit dekondensiertem Chromatin. 
Mögliche Ursachen dafür könnten in der epigenetischen Modifikation oder den 
veränderten Verpackungseigenschaften des HCs gegenüber dem EC liegen (Cowell et 
al., 2007; Karagiannis und El-Osta, 2007; Kim et al., 2007).  
Hinsichtlich der DSB-Verteilung im HC und EC zeigte 3D Zellwachstum deutliche 
Unterschiede im Vergleich zur herkömmlichen 2D Zellkultur. Da 3D Zellkulturbedingungen 
eine Annäherung an physiologische Wachstumsbedingungen in einem Tumor darstellen, 
war es im nächsten Schritt von großem Interesse den Einfluss der Chromatindichte auf 
die Verteilung der DSB in A549 Xenografttumoren zu untersuchen und mit den 2D und 3D 
Ergebnissen zu vergleichen. Die in vivo Experimente umfassten zunächst die Analyse der 
Lokalisation strahleninduzierter DSB im HC versus EC. Dazu wurde das HC mittels 
Immunfluoreszenzfärbung und dem HC-Markerprotein HP1-α sichtbar gemacht. 
Entsprechend der Kriterien für die Unterscheidung von HC- und EC-Foci in den HP1-α-
EGFP Transfektanten, die bereits bei der Auswertung im 2D und 3D Zellkulturmodell 
herangezogen wurden, erfolgte die Analyse der γ-H2AX Foci. Betrachtet wurden 
ausschließlich Tumorzellen, die sich in oxygenierten Tumorarealen befanden. Des 
Weiteren wurden neben unbestrahlten Tumoren zwei verschiedene Zeitpunkte (0,5 h und 
24 h) nach Bestrahlung mit 4 Gy analysiert. Interessanterweise zeigten alle drei 
Tumorgruppen eine 1:1 Verteilung der DSB im HC versus EC.  
Die Analyse der strahleninduzierten DSB in vivo zeigte, dass im Gegensatz zu den 
Ergebnissen in 2D und 3D 0,5 h nach Bestrahlung 50 % der DSB im HC lokalisiert sind. 
Dies könnte auf einen erhöhten Anteil an HC unter physiologischen 
Wachstumsbedingungen deuten. Allerdings konnte dieser Zusammenhang wie bereits 
beschrieben in 3D nicht beobachtet werden. Der Vergleich zwischen dem 2D und 3D 
Zellkultur- und dem Xenograftmodell zeigte weiterhin, dass in unbestrahlten Tumorzellen 
unabhängig der Wachstumsbedingungen und dementsprechend auch unabhängig der 
Chromatinkondensation die Anzahl basaler DSB gleichmäßig im HC und EC verteilt ist. Im 
Vergleich dazu befinden sich in 3D und in vivo ebenfalls etwa 50 % der rDSB nach 
Bestrahlung mit 4 Gy im HC und EC. Dies steht der HC- zu EC-Verteilung der rDSB in 2D 
gewachsenen Zellen gegenüber.  
Die Untersuchungen dieser Doktorarbeit verdeutlichen, dass in Abhängigkeit der 
verschiedenen Wachstumsbedingungen und der daraus resultierenden Veränderungen 




scheint das Zellwachstum in einer 3D Matrix, das eine Annäherung an physiologische 
Wachstumsbedingungen in vivo darstellt, mit deutlichen Veränderungen der 
Chromatindichte assoziiert zu sein. Diese Veränderungen könnten wiederum für 
Unterschiede in der Induktion und Reparatur radiogener DNA-Schäden verantwortlich 
sein. Der Zusammenhang zwischen Chromatindichte und zellulärer 
Strahlenempfindlichkeit spiegelt sich in 3D in einer geringeren Anzahl letaler 
Chromosomenaberrationen und einem erhöhten Zellüberleben nach Bestrahlung wider. 
Neben dem erhöhten Anteil an kondensiertem Chromatin unter 3D 
Wachstumsbedingungen scheint die Gesamtanzahl an rDSB im Eu- und Heterochromatin 
ein wichtiger Resistenzfaktor der zellulären Strahlenantwort zu sein. Die Berücksichtigung 
dieser Ergebnisse für nachfolgende Untersuchungen könnte sowohl für ein besseres 
Verständnis der Strahlen- und Chemoresistenz auf molekularer Ebene als auch für eine 






Das Tumormikromilieu beeinflusst maßgeblich Tumorwachstum und -progression 
sowie das Ansprechen von Tumorzellen auf Strahlen- und Chemotherapie. Weiterhin ist 
bekannt, dass Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt und extrazelluläre Matrix (EZM) als 
Resistenzfaktoren das Zellüberleben nach Exposition mit ionisierender Strahlung oder 
zytotoxischen Substanzen bestimmen. Weitere zelluläre Parameter, wie Zellmorphologie, 
Zytoskelettarchitektur und Chromatinkondensation, werden ebenfalls in Abhängigkeit der 
Wachstumsbedingungen moduliert, wie vergleichende Untersuchungen an 
physiologischeren drei- (3D) mit herkömmlichen zwei-dimensionalen (2D) Zellkulturen 
zeigen. Veränderungen der Chromatindichte beeinflussen zudem die Genexpression, 
wodurch wichtige zelluläre Prozesse, wie Überleben, Proliferation und Differenzierung der 
Zellen, reguliert werden. Außerdem ist die Chromatinkondensation für eine effektive 
Reparatur strahleninduzierter DNA-Schäden, wie DNA-Doppelstrangbrüche (DSB), von 
großer Bedeutung.  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die zelluläre Strahlenempfindlichkeit 
unter Berücksichtigung der Chromatinkondensation in humanen Bronchial- (A549) und 
Plattenepithelkarzinomzellen (UTSCC-15) in Abhängigkeit der Wachstumsbedingungen 
zu analysieren. Da die molekularen Mechanismen der Wechselwirkung zwischen 
Chromatindichte und Reparatur strahleninduzierter DSB bis heute unklar sind, war die 
Untersuchung dieser Zusammenhänge unter 2D, 3D und in vivo Wachstumsbedingungen 
von besonderem Interesse.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Zellwachstum in einer physiologischen 
3D Matrix im Vergleich zur herkömmlichen 2D Zellkultur zu einer geringeren Anzahl an 
strahleninduzierten residuellen DSB (rDSB) und letalen Chromosomenaberrationen 
führen kann, was wiederum für ein verbessertes Zellüberleben nach Bestrahlung 
verantwortlich sein könnte. Des Weiteren konnte in 3D im Zusammenhang mit einer 
höheren Chromatinkondensierung eine Erhöhung der zellulären Strahlenresistenz gezeigt 
werden. Auf molekularer Ebene zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit außerdem, dass eine 
siRNA-vermittelte Hemmung chromatinmodifizierender Histondeacetylasen (HDAC 1, 2 
und 4) zu keiner Strahlensensibilisierung führt, während durch die Behandlung mit dem 
pharmakologischen HDAC-Inhibitor Panobinostat (LBH589) neben der 
Chromatindekondensierung auch eine erhöhte Strahlenempfindlichkeit der Zellen erreicht 
werden konnte. In Abhängigkeit der untersuchten Wachstumsbedingungen konnten 
Unterschiede in der Verteilung strahleninduzierter DSB zwischen hetero- und 
euchromatischen DNA-Bereichen nachgewiesen werden. Interessanterweise nimmt in 2D 




wohingegen in 3D und im Xenografttumormodell dosisunabhängig etwa die Hälfte der 
Foci mit heterochromatischen DNA-Bereichen assoziiert sind. Diese Daten zeigen, dass 
Tumorzellen in 3D und in vivo in Abhängigkeit der veränderten Zellmorphologie und 
Chromatinkondensierung deutlich mehr HC-assoziierte rDSB besitzen als in 2D, was die 
Hypothese einer beeinträchtigten Reparatur im HC unterstützt. Dennoch zeigt die 
Korrelation zwischen der deutlich geringeren rDSB Gesamtanzahl und dem erhöhtem 
Zellüberleben in 3D, dass neben dem Anteil an kondensiertem Chromatin auch die 
Gesamtanzahl rDSB ein wichtiger Einflussfaktor der zellulären Strahlenempfindlichkeit zu 
sein scheint. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit wichtige Erklärungsansätze für einen 
direkten Zusammenhang zwischen Zellmorphologie, Chromatinkondensation und 
zellulärer Strahlenempfindlichkeit. Des Weiteren unterstreichen diese Untersuchungen 
das verwendete 3D Zellkulturmodell als Annäherung an die in vivo Situation. Damit sind 
diese Daten von großer Relevanz für ein besseres Verständnis der zellulären 
Strahlenempfindlichkeit auf molekularer Ebene und können entscheidend dazu beitragen 










Da im Rahmen dieser Arbeit die Bestrahlung der Zellen unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen erfolgte, wurden von Dipl. Phys. C. Richter (OncoRay - Zentrum 
für Medizinische Strahlenforschung in der Onkologie, AG Laser-Radioonkologie, 
Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden) unter 
Verwendung der Semiflex Ionisationskammer (Typ 31010, PTW-Freiburg, Freiburg, D) in 
Kombination mit einem Unidos Elektrometer (Freiburg, D) Dosimetriemessungen 
durchgeführt. Die geometrischen Unterschiede in Abhängigkeit der Zellkulturbedingungen 
und -gefäße sind in Tabelle 8-1 dargestellt. 
 
Tabelle 8-1: Geometrie verschiedener Zellkultursetups. 
Methode Koloniebildungsassay (Kobi) Foci Assay (Foci) 
Zellkulturmodell 2D 3D 2D 3D 
Zellkulturgefäß 6er-Platte 96er-Platte 24er-Platte 24er-Platte 
Abstand Zellen - 
Gefäßboden dZB [mm] 
0 2,5 0 3,5 
Abstand Gefäßboden 
- Grundplatte [mm] 
2 4 2 2 
Flüssigkeit über den 
Zellen 




den Zellen dFL [mm] 
3 3,5 5 3,5 
 
Im ersten Schritt wurden die Korrekturfaktoren für den Einfluss des Mediums über den 
Zellen ( FLk ), der Rückstreuung des Plattenbodens ( ZBk ) und des Abstandes zwischen 
Fokus und Zellen ( QDk ) ermittelt.  
Aufgrund der unterschiedlichen Flüssigkeitshöhe über den Zellen in Abhängigkeit der 
verwendeten Zellkulturmodelle (dFL), ist die Abschwächung der Strahlung durch das 
Medium verschieden. Es erfolgten Relativmessungen mit und ohne Flüssigkeit, um den 
Korrekturfaktor FLk  zu bestimmen. 
Der Korrekturfaktor ZBk  berücksichtigt die Rückstreuung des Zellgefäßbodens. Da der 
Messpunkt der Ionisationskammer nicht näher als 35 mm an den Rückstreuort 
herankommt, wird der Einfluss der Rückstreuung auf die gewünschte Entfernung 
zwischen Zellen und Grundplatte (dZB) extrapoliert (Abbildung 8-1). Dabei ergibt sich ZBk  





Da der vertikale Messpunkt der Ionisationskammer nicht mit der Zellebene 
übereinstimmt (Ausnahme 96er-Platte für 3D Foci-Assay) muss die daraus resultierende 
unterschiedliche Entfernung zum Röntgenröhrenfokus mit dem Abstandsquadratgesetz 
korrigiert werden ( QDk ). Dazu benötigt man die Entfernung zwischen Fokus und Messort 







Abbildung 8-1: Extrapolation des Rückstreueinflusses auf den Abstand zwischen Zellen und 
Grundplatte (dZB). 
 
Weiterhin wurde die mittlere Dosisverteilung im Bestrahlungsfeld ( ormk ) analysiert. Da 
die Absolutdosimetrie nur an einem Referenzpunkt erfolgte, wurde im Folgenden die 
durchschnittliche Dosisrate des gesamten Bestrahlungsfeldes unter Verwendung eines 
radiochromen Filmes (EBT Gafchromic, ISP, USA) bestimmt. Die gemessene 
Dosisleistung MessD
&  wurde auf die mittlere Dosis des gesamten Bestrahlungsfeldes 
normiert ( ormk ) und mit den ermittelten Korrekturfaktoren ( QDZBFL kkk ,, ) berichtigt 




&& ⋅⋅⋅⋅=  (4.6) 
 
Tabelle 8-2: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Absolutdosimetrie.  
Methode MessD
& [Gy/min] QDk  ZBk  FLk  ormk  D& [Gy/min] 
2D Kobi 1,263 0,986 1,023 0,977 1,056 1,317 
3D Kobi  1,309 0,996 1,005 0,975 1,021 1,304 
2D Foci 1,297 0,986 1,023 0,971 1,029 1,311 





8.2 cDNA-Microarray Analyse 
 
Die Untersuchung der Genexpression von A549 Zellen unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen erfolgte in Kooperation mit Dr. T. Streichert (Diagnostikzentrum, 
Institut für Klinische Chemie/Zentrallaboratorien, Universitätsklinikum Hamburg-
Eppendorf).  
Hierzu wurde zunächst Gesamt-RNA von 5 x 106 Zellen unter Verwendung des 
NucleoSpin RNA II Kits (Macherey-Nagel, Düren, D) isoliert. Die cDNA-Synthese erfolgte 
mit 90 ng Gesamt-RNA und einem HPLC-gereinigten T7-Oligo-dT-Primer. Mittels in vitro-
Transkription wurde Biotin-markierte cRNA hergestellt (IVT Express Kit, Affymetrix, Santa 
Clara, California, USA) (Glaesener et al., 2008). Danach wurden 15 µg der fragmentierten 
cRNA mit dem Affymetrix Human Genome GeneChip (HG U133 Plus 2.0, Affymetrix) in 
200 µl Hybridisierungslösung im Hybridisierungsofen (Affymetrix) bei 45 °C für 16 h 
inkubiert. Es folgte die Färbung in einer Affymetrix Fluidics-Station 450 entsprechend den 
Herstellerangaben (GeneChip Expression Analysis Technical Manual), sowie das 
Einscannen des cDNA-Microarrays mit dem Affymetrix GeneChip Scanner 7G. Die 
Bestimmung der Signalintensitäten erfolgte mit Unterstützung der GeneChip Operating 
Software (GCOS, v.1.4; Affymetrix) und zur Analyse der Daten wurden der RMA-
Algorithmus (Expression Console, v.1.1) sowie der TIGR Multiexperiment Projektor (MeV, 
v.4.3) verwendet. Die Expressionsdaten sind unter der Gene Expression Omnibus (GEO) 
Accession Nummer GSE17347 verfügbar. Die Expressionsunterschiede unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen sind als Signal Log Ratio (SLR, Basis 2) mit einem 
Schwellenwert von +/- 1,0 angegeben. Die statistische Signifikanz der Daten wurde mit 
dem Student´s T-Test ermittelt. 
Anhand der cDNA-Microarray Analyse konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu 2D 
unter 3D Zellkulturbedingungen die Gene für Caveolin-1 (CAV1) und TGFβ2 
(Transforming Growth Factor β2, TGFB2) signifikant herunter- bzw. für Transferrin (TF) 
signifikant hochreguliert sind. Alle anderen Gene, darunter auch HIF-1α (HIF1A), zeigen 






Tabelle 8-3: Expressionsanalyse Hypoxie-assoziierter Gene. Darstellung der Gene, die in 3D versus 2D 
herunter- (grün) bzw. hochreguliert (rot) sind. Die Expressionsunterschiede zwischen 2D und 3D sind als 
Signal Log Ratio (SLR) mit einem Grenzwert von +/- 1,0 dargestellt. 
Gene symbol Affymetrix-ID SLR 
CAV1 203065_s_at -1,0 
TGFB2 209909_s_at -1,0 
ADA 204639_at -0,8 
UBQLN1 222989_s_at -0,7 
CD24 209772_s_at -0,7 
ACTN4 200601_at -0,6 
USF1 231768_s_at -0,5 
HMOX2 218120_s_at -0,3 
EPAS1 200878_at -0,3 
ARNT 218221_at -0,3 
HIF1A 200989_at -0,2 
SMAD3 205398_s_at -0,1 
TF 203400_s_at 3,0 
PPARA 226978_at 0,9 
VEGFA 210512_s_at 0,7 
PH-4 222125_s_at 0,6 
EDN1 222802_s_at 0,6 
BNIP3 201849_at 0,5 
HSP90B1 200599_at 0,2 






Die Analyse von chromosomalen Schäden erfolgte in Kooperation mit Dr. K. Borgmann 
(Onkologisches Zentrum, Klinik und Poliklinik für Strahlentherapie und Radioonkologie, 
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) unter Verwendung des G0 Assays (Borgmann 
et al., 2004). Exponentiell wachsende A549 Zellen unter 2D und 3D 
Wachstumsbedingungen wurden hierzu mit 0, 2, 4 oder 6 Gy Röntgenstrahlung bestrahlt 
und für 24 h unter Standardzellkulturbedingungen gehalten. Während den letzten 4 h 
wurden die Zellen mit Colcemid (0,2 µg/ml; Gibco) behandelt. Nach dem Isolieren der 
Zellen erfolgte die Inkubation mit hypotonischer KCl-Lösung (0,075 M; Sigma) sowie die 
Fixierung in Carnoy´s Fixativ. Die fixierten Zellen wurden danach auf mit kaltem 
Leitungswasser gespülte Objektträger aufgetropft, anschließend mit 2 % Giemsa-Lösung 
(Sigma) 7 min gefärbt und mit Entellan (Merck) eingedeckt. Bei der mikroskopischen 
Auswertung der Metaphasen wurden von drei bis vier Objektträgern jeweils 25-50 Zellen 
ausgewertet, wobei Fragmente von terminalen oder interstitiellen Deletionen, 
unvollständige Chromosomenaustausche sowie dizentrische Chromosomen mit den 
dazugehörenden azentrischen Fragmente berücksichtigt wurden. Von der Anzahl der 
Chromosomenfragmente nach Bestrahlung wurden die Werte von unbestrahlten Zellen 
abgezogen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung in Abbildung 8-2 
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Abbildung 8-2: Anzahl chromosomaler Schäden unter 2D und 3D Wachstumsbedingungen. (A) 
A549 Zellen wurden 24 h nach Bestrahlung mit 0, 2, 4 oder 6 Gy für die Untersuchung der letalen 
Chromosomenschäden (Pfeilspitzen markieren dizentrische Fragmente) vorbereitet und mit Giemsa 
gefärbt. (B) Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung (n = 3). Die statistische 
Auswertung mittels Student´s T-Test vergleicht die Chromosomenfragmente in 3D versus 2D. 
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